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KonSuaat zur Vermlttliina eines zell-^ fconiDartiiBent- oder 
IfKMn^^yancpftgif i schen Transports von Wirksubstanzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate zur Vermittlung 
eines zell-, kompartiment- oder membranspezifischen Transports 
von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die Erfindung Verfahren 
zur Hers tel lung dieser Konjugate sowie deren Verwendung, 

Es ist bekannt, dafi zelluiare Membransysteme weitestgehend 
impermeabel fur viele Stoffe {z,B, Nukleinsauren, Proteine, 
chemische Substanzen) sind, die von auUen in die Zelle 
eingebracht werden sollen. Zuiti Einbringen von Nukleinsauren 
konnen Zel Imembranen durch physikalische Prozesse 
(Transf ektion bei Eukaryonten, Transformation bei 
Prokaryonten) und biologische Vorgange (Inf ektion) uberwunden 
werden. Der Transformation, d.h, dem unmittelbaren Aufnehmen 
der nackten Nukleinsaure durch die Zelle, geht eine Behandlung 
der Zellen voraus. Unterschiedliche Methoden zur Erzeugung 
dieser "kompetenten Zellen" stehen zur Verfiigung. Die meisten 
Verfahren basieren auf den Beobachtungen von Mandel und Higa 
(J, Mol. Biol. 53, S, 159-162 (1970)), die erstmals zeigen 
konnten, daS die Ausbeuten bei der Aufnahme von Lambda-DNA 
durch Bakterien in Gegenwart von Calciumchlorid ganz 
wesentlich gesteigert werden. Diese Methode ist erstmals von 
Cohen et al. (Proc. Natl. Acad, Sci. USA 69, S. 2210-2114 
(1972) ) fiir Plasmid-DNA erfolgreich eingesetzt xind durch viele 
Modif ikationen verbessert worden. Eine andere 
Transf ormationsmethode beruht auf der Beobachtung, daS 
hochfreguente Wechselstromf elder Zellmembranen aufbrechen 
kannen (Elektroporation) . Diese Technik laSt sich ausnutzen, 
urn nackte DNA nicht nur in prokaryontische Zellen, sondem 
auch in eukaryontische Zellsysteme einzuschleusen (Weaver et 
al., J. Cell Biochem. 51, S. 426-435 (1993)). Zwei sehr sanfte 
Methoden zur DNA-Einbringung in eukaryontische Zellen wurden 
von Sikes et al. (Hum. Gen. Therap. 5, S. 837-840 (1994)) bzw. 
Yang et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 87, S. 9568-9572 (1990) 
entwickelt. Sie beruhen auf der direkten In j ektion der DNA in 
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einzelne Zellen (Mikroinjektion) bzw. auf dem Beschufi einer 
Zellpopulation mit Mikroprojektilen aus Wolfram, an deren 
Oberflache die betreffende Nukleinsaure gebunden wurde ("Gene 
gun"). Parallel zur physikalischen Transformation von Zellen 
haben sich biologische Inf ektionsmethoden bewahrt. Dazu zahlen 
insbesondere die virale Einbringung von Nukleinsauren in 
Zellen (Chatterjee et al., Science 258, S. 1485-1486 (1992); 
Cossett and Rusell, Gene Therapy 3, S. 946-956 (1996); Bilbao 
et al., FASEB J. 11, s. 624-634 (1997)) sowie die iiber 
Liposoraen vermittelte Lipofektion (Bennett et al., j. Drug 
Targeting 5, S. 149-162 (1997)), Weiter sind Standardmethoden 
des liposomalen Transports (Gao and Huang, Gene Therapy 2, S. 
710-722 (1995); Akhtar et al., Nucl. Acid. Res. 19, S. 5551- 
5559 (1991)) und die Poly-L-Lysinierung (Leonetti et al., 
Bioconj. Chem. 1(2), S. 149 (1990) von Wirksubstanzen zu 
neimen, um diese in Zellen einschleusen zu konnen. 

Trotz der oben aufgezahlten Vielzahl von Methoden, die 
zellularen Membransysteme zu uberwinden, gibt es noch keine 
universelle Methode, um unterschiedliche Wirkstoffe in Zellen 
hineinzubringen. Alle aufgefuhrten physikalischen und 
biochemischen Methoden sind artifiziell und unphysiologisch, 
insofem als sie nicht zelliramanente Mechanismen nutzen. Viren 
als Transportmittel sind zum gegenwartigen Stand immer noch 
nicht sicher frei von Toxizitat und oft auch nicht effektiv. 
Sie werden auch vom Immunsystem erkannt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, 
eine Moglichkeit zu entwickeln, die das gerichtete und 
spezifische Einschleusen von Wirkstoffen in Zellen und 
Kompartimente erlaubt. Es sind dabei folgende Anforderxingen zu 
erfiillen: 

universelle Anwendbarkeit 

zell-, kompartiment- und membranspezif isches 
Eins chl eusungs verhal t en 
hohe Effektivitat 
geringe Iinmunogenitat 
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Minimierung des Inf ektionsrisikos 
ausreichend lange Verweildauer 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
Patentanspriiche . 

Von den Erfindem wurde ein Konjugat entwickelt, das die 
folgenden Komponenten aufweist: 

einen Transportvermittler fiir die Zellmeinbran 
("P"). 

ein zell-, kompartiiaent- oder 
membranspezif isches Adressprotein bzw. -peptid 
CAP") , und 

einen zu transportierenden Wirkstoff ("W")- 
Der Aufbau des erf indungsgemafien Konjugats ist vorzugsweise: 

P - AP - W 
ganz bevorzugt mit einem Spacer ("SP"): 

P - AP - SP - W 

Den Transportvermittler fur die Zellmembran {vorstehend mit 
"P" abgekiirzt) stellt ein Peptid bzw. Protein dar, das die 
Plasmamembran iiberwinden kann. Die Lange dieses Peptids bzw* 
Proteins unterliegt keiner Beschrankung, solange es die obige 
Eigenschaft aufweist. Beispiele ftir "P" stainmen vorzugsweise 
aus der Penetratin-Familie (Derossi et al-, 1998, Trends Cell 
Biol. 8, S. 84-87) oder sind Transportan bzw. Telle davon 
(Pooga et al., The Faseb Journal (1998), Vol. 12, S. 68 ff.). 
wobei solche aus der Penetratin-Familie bevorzugt sind. Ein 
Beispiel fiir "P" stellt ein Penetratin mit der folgenden 
Seguenz dar: 

NH2-RQIKIWFQNRRMKWKK- 
(NHj-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys- 

Trp-Lys-Lys-) 
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Weitere Beispiele fur das Transportprotein "P" sind: 



Virales Transportprotein 

PTD Proteintransduktionsdomane (tat/hiv-d 
1-Buchstaben Code H2N-YGRKKRRQRRR-COOH 

S-BUChStaben Code H.N.Tyr^ly.Ar94.ys4.ys.Arg.Arg.G.n.Arg.Arg.^^ 



Bakterielles Transportmolekiil 

TP Proteintransportdomane ^'"'^^''^ 
1-Buchstaben Code H2N-MTRQTFWHRIKH-COOH 

3-BUChStaben Code .Met-Thr-Arg-Gln-Thr-Phe-Trp.^^^^^^ 



Hergestellt wird die ausgewahlte "P"-Sequenz auf biologischem 
Weg (Reinigung nattirlicher Transportvermittlerproteine oder 
Klonierung und Expression der Sequenz in einem eukaryotischen 
Oder prokaryotischen Expressionssystem) , bevorzugt aber auf 
synthetischem Weg, z.B. nach der etablierten Merrifield- 
Methode (Merrifield, J. Am, Chem. See. 85: 2149, 1963). 

Die Auswahl des Adressproteins bzw. -peptids (vorstehend mit 
"AP" abgekurzt) hangt davon ab, welche Membran bzw, welches 
Membransystem uberwunden und welches Zielkompartiment der 
Zelle (Cytoplasma, Zellkern, Mitochondrien, Chloroplast, 
Endoplasmatisches Retikulum) oder der Zellorganelle erreicht 
werden soil. Die LSnge dieses Adresspeptids bzw. -proteins 
unterliegt keiner Beschrankung, solange es die Eigenschaft 
aufweist, einen zell-, kompartiment- oder membranspezif ischen 
Transport zu gewahrleisten* Fiir die Einbringung von 
Wirkstof fen, insbesondere Nukleinsauren, werden im allgemeinen 
"AP" ausgewahlt, die ein zell- kompartiment- oder 
membranspezif isches Erkennungssignal enthalten und dadurch den 
angehangten Wirkstoff an seinen Wirkort dirigieren. Zur 
Auswahl stehen "AP", die Wirkstoff e in Gegenwart oder 
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Abwesenheit eines Membranpotentials transport ier en konnen. 
Grundsatzlich ist fiir den Transport in das Zellkompartiment 
die reine Adressequenz ausreichend. Es konnen aber auch "AP" 
ausgewahlt warden, die fiber eine zell- oder 
kompartimentspezifische Peptidasespalts telle verfugen. Diese 
Spaltstelle liegt im gunstigsten Fall innerhalb der 
Signalsequenz, kann aber auch an diese durch zusatzliche 
Aminosauren angefiigt werden, um nach Erreichen des 
Zielkompartiment s das Abspalten der Adressequenz 
sicherzustellen. Hergestellt wird die ausgewahlte "AP"-Sequenz 
auf b i o 1 o g i s c h e m {Reinigung natiirlicher 
Transportvermittlerproteine oder Klonierung und Expression der 
Sequenz in einem eukaryontischen oder prokaryontischen 
Expressionssystem) , bevorzugt aber auf synthetischem Weg, z.B. 
nach der etablierten Merrif ield-Methode (Merrifield, J. Am. 
Chem. Soc. 85: 2149, 1963). Beispiele fur Adressproteine bzw. 
-peptide sind: 



Import in das ER 



H3N*-Met-Met-Ser-Phe-Val 

Ser-Leu-Leu^-Leu-Val-'Gly- 

Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 

Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 

Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 



Reimport in das ER 



HjN-Lys-Asp-Glu-Leu-COO" 



Import in Mitochondrien 



HjN^-Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 
Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe- 
Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 
Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr- 
Leu-Leu 



Import in den Zellkern 



- Pro - Pro - Lys - Lys -Ly s - Ar g - 
Lys-Val 



H3N* - Pr o - Ly s - Lys - Lys - Ar g - 
Lys-Val- {= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T-Antigen; ) 



Import in Peroxi somen 



HaN-Ser-Lys-Leu-COO" 
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Bindung an die Zellmembran HjN^-Gly-Ser-Ser-Lys-Ser-- 

Lys-PrO"Lys- 

Weiter kann das Konjugat ggf . einen Spacer (vorstehend mit 
"SP" abgekurzt) enthalten, der sich vorzugsweise zwischen dem 
AdressproteinZ-peptid und dem zu transport ierenden Wirkstoff 
befindet. Er kann aber zusatzlich oder alternativ auch 
zwischen dem Transportvermittler und dem Adressprotein 
vorliegen. Der Spacer dient dazu, ggf. vorhandene sterische 
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten aufzuheben bzw. 
giinstig zu beeinf lussen. Der Spacer kann beispielsweise 
ausgewahlt sein aus: Polylysin, Polyethylenglykol (PEG), 
Derivate der Poly-Methacrylsaure oder Polyvinylpyrrolidon 
(PVP) . 

Zwischen dem Transportvermittler und dem AdressproteinZ-peptid 
ist vorzugsweise eine Redoxspalts telle, z.B. -Cystein-S-S- 
Cystein-O-N-H- . Die zwischen Transportvermittler und 
Adressprotein entstehende Bindung ist eine Redoxkopplung 
(schonende zellimmanente Verknupfung mittels DMSO; Rietsch und 
Beckwith, 1998, Annu. Rev. Gent 32, S. 163-84): 

Cystein-SH SH-Cystein > Cystin-S-S-Cystin 

Der Wirkstoff bzw. die Wirksubstanz (vorstehend mit "W" 
abgekiirzt) unterliegt keinerlei Beschrankungen. Er ist frei 
wahlbar, je nach Wunsch, welche Wirk\ing in einer Zelle erzeugt 
werden soil. Der Wirkstoff kann ein Diagnostikum undZoder 
Therapeutikum sein. Es kann auch mehr als ein Wirkstoff in dem 
Konjugat vorhanden sein. Der Wirkstoff kann ggf. markiert 
sein, z.B. radioaktiv, mit einem Farbstoff, mit BiotinZAvidin 
usw. Der Wirkstoff kann eine Nukleinsaure, ein Protein bzw. 
Peptid, eine chemische Substanz usw. sein. Beispielsweise 
seien genannt: cDNA, genomische DNA, vollstandige Gene, 
regulatorische Elemente, Transkriptionsfaktoren, 
Molekularsonden, Oligonukleotide, mRNA, mTRNA, Antisense-RNA, 
Antisense-Oligonukleotide, Plasmide, virale DNA, synthetische 
Nukleotide, PNA (Peptide Nucleic Acids), einzelne Aminosauren 
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und deren Derivate, Peptide, Proteins, monoklonale und/oder 
polyklonale Antikorper , pharmazeutische Wirkstof f e, 
Chemotherapeutika, Farbstoffe, Sensibilisatoren, Partikel. 

Die Synthese der Konjugatbestandteile "P" und "AP" erfolgt 
vorzugsweise synthetisch nach der Merrif ield-Methode 
(Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149, 1963) Die Ankopplung 
der anderen Bestandteile (z.B. Spacer und/oder Wirkstoff) 
daran erfolgt durch kovalente chemische Bindung. Die Einfiigung 
der Redoxspaltstelle zwischen "P" und "AP" erfolgt auf 
chemischen Wege durch die oben erwahnte Redoxkopplung • Auch 
zwischen einem ggf . vorhandenen Spacer und dem Wirkstoff bzw. 
dem Adressprotein und dem Wirkstoff liegt eine kovalente 
Bindung vor, bevorzugt eine Saureamid-Bindung . Mogliche 
Alternativen sind Ether- oder Ester-Bindungen, je nach den in 
der zu konjugierenden Substanz vorhandenen funktionellen 
Gruppe (n) . 

Das Konjugat wird bevorzugt in folgenden Schritten aufgebaut: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P", "AP" und ggf - des 
Spacers (z,B. nach der Merrif ield-Methode) 

2) Kovalente Verkniipfung zwischen "AP" und Wirkstoff, 
ggf, mit einem Spacer dazwischen, 

3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit "P" 
mittels Redoxkopplxing {z.B. in Wasser/DMSO) 

4) Reinigung (z.B. mittels HPLC) 

Die erfindungsgemaSen Kon jugate haben den Vorteil, unabhangig 
von Art und GrSEe eines Wirkstoff s, diesen in Zellen 
einbringen und in das gewunschte Zellkompartiment 
transportieren zu konnen. Es ist somit eine Verbesserung in 
Diagnostik und Therapie in Human- und Tiermedizin sowie eine 
Anwendung in der wissenschaf tlichen Forschmg zu erwarten. 
Insbesondere die Gentherapie kann durch die erf indungsgemafien 
Konjugate einen Aufschwung erwarten, da vollstandige Gene 
einschlieSlich ihrer regulator ischen Elemente transport ierbar 
werden. Aber auch alle anderen Wirkstoff e lassen sich mit den 
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erf indungsgemagen Konjugaten spezifischer an den Wirkort 
bringen, was das Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen 
reduziert. Es wurde gefunden, daS Konjugate bis 25 MDa in das 
Zellinnere einzubringen sind. Dariiber hinaus koinint es oftmals 
zur Auslosung von Apoptose, was durchaus ein gewunschter 
Effekt sein kann. Die erf indungsgemaEen Konjugate zeichnen 
sich durch eine universelle Einsetzbarkeit aufgrund ihres 
zell-, kompar t iment - und in emb r an s p e z i f i s c h en 
Einschleusungsverhaltens aus. 

Die Erfindung wird weiter anhand der beigefiigten Figuren 
beschrieben : 

Fig. 1: erfindungsgemaSes Konjugat 

Fig. 2: Generelles Schema der Fmoc-Synthese 

Fig. 3: Ergebnisse der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie- 
Messung an ATl-Zellen 

A) Konjugat-Konzentration: 50 iM 
Inkubationszeit: 5 Std. 

B) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 5 Std. 

C) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 

D) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 

Fig. 4: Konzentrations- und zeitabMngiger Transport von 
w«>daminiiO(L) -Penetratin/RPMI-MediuKi . 

DU145-Zellen: Inkubation mit 20 /iM und 100 pM 
Endkonzentration 

Fig. 5: Beispiele fur erf indungsgemaSe Konjugate 

Fig. 6: Herstellung von PNA-Konstrukten 



Fig. 7: 



Hemmung der Proliferation von AT-1 Zellen durch 
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Einbringen eines anti-sense Konstrukts 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachfolgenden Beispiele 
beschrieben. 

Beispiel 1: Konjugat aufweisend einen Penetratin- 

Bestandtell, eine NLS^ einen Polylysin- 
Spacer und Rhodamin 

Zxam Aufbau des Konjugats wird auf Fig. 1 verwiesen. 

Penetrat in : NHj-RQIKIWFQNRRMKWKK- 

NLS (Nuclear Localisation Sequence) : NH2-PKKKRKV 

Spacer (= (Lys)2): NH-CHj- {CH2) 3-CHNH2-CO-NH-CH2- (CHj) 3- 

CHNH2-CO-NH 

Die Penetratinsequenz, die NLS und der Spacer wurden nach der 
Standard Fmoc-Methode ("Peptide", H.-D. Jakubke, Chemie und 
Biologie Spektrum, Akad. Verl. 1996, ISBN 3-8274-0000-7) 
getrennt synthetisiert . Das generelle Schema der Fmoc-Synthese 
ist in Fig. 2 gezeigt. Zur Synthese der verschie'denen 
Komponenten-Sequenzen wird zuerst die erste Fmoc Aminosaure 
(kauflich erMltlich von Fa. Calbiochem GmbH, D-65796 Bad 
Soden) an ein unlosliches Polystyrol-Tragerharz iiber einen 
saurelabilen Linker (= para-Benzyl-oxybenzyl-alkohol-handle) 
angefiigt. Die Abspaltung der Schutzgruppe wird durch 
Behandlung des Harzes mit 20% Piperidin in Dimethyl formamid 
erreicht. Die zweite Fmoc-Aminosaure wird unter Verwendung 
einer praaktivierten Spezies (z,B. in den Aminosaure- 
Einzelbestandteilen vorhandenen Succinimid-, 
Pentaf luorpheny les t er- oder p-Ni trophenyl es t ergruppen ) oder 
in-situ Aktivierung angekoppelt, jeweils nachdem von der 
vorhergehenden Aminosaure die Schutzgruppe durch basische 
Behandlung entfernt worden ist. Jede weitere Aminosaure wird 
analog angekoppelt. Nachdem das gewiinschte Peptid 
synthetisiert worden ist, wird dieses mittels Behandlung mit 
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95% Trif luoressigsaure (TFA) + 5% Scavenger (z.B. 
Triethylsilan) von dem Trager entfernt und die Schutzgruppen 
abgespalten. Die entstandenen Roh-Peptide werden durch 
praparative HPLC auf einer YMC ODS-A 7A S-5/im 
IMkehrphasensaule (20 x 250 mm) unter Verwendung eines 
Elutionsmittels enthaltend 0,1 % Trif luoressigsaure in Wasser 
(A) bzw. 60% wassrigem Acetonitril (B) gereinigt. Die Peptide 
wurden mit einem sukzessiven linearen Gradienten von 25% B bis 
60% B in 40 Minuten bei einer Fliefigeschwindigkeit von 10 
mjL/min. eluiert. Die den gereinigten Peptiden entsprechenden 
Fraktionen wurden lyophilisiert . 

Die auf gereinigten Peptid-Komponenten werden gemeinsam mit 
20%iger wassriger DMSO-Losung iiber 5 Stunden bei 
Raiomtemperatur behandelt, wodurch eine oxidative Kopplung der 
Komponenten resultiert. An den Spacer wird als zu 
transportierende Wirksubstanz, z.B. Rhodamin 110, gekoppelt. 
Dies erfolgt durch Saureamid-Kopplung an der freien a- 
Aminogruppe des Lysinspacers. Das komplette Konjugat wird 
anschlieSend mittels Umkehrphasen-HPLC gereinigt. 

Analog wurden die weiteren erf indungsgemaSen Konjugate 
hergestellt : 



PNA = NH2-TTA AGG AGG CTC-COOH (Beispiel fiir Wirkstoff ) 
Alexa 350 = Farbstoff (Fa. Molecular Probes, USA) 



Alexa^" 



Alexa^' 



Beispiel 2 : 



Einbringen eines er£indungsgexDaSen Konjugats in 
Zellen 



AT-1 (Ratten-Prostata-Carcinoma) und DU-145 (menschliche 
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Prostata-Carcinoma, ATCC HTB-81) Zellen wurden in RPMI 1640 
kultiviert, erganzt mit 10% FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/min. 
Penicillin, 100 /xg/ml Streptomycin. 

Zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) laSt man AT-1 
bzw. DU-145 Zellen auf Objektragern 24 Std. anwachsen. Nach 
Mediumwechsel mit farbstof freiem RPMI 1640 (ohne Phenolrot) 
wird das Penetratin-enthaltende Konjugat von Beispiel 1 (100 
nM) mit RPMI auf die Zellen gegeben und 5, 24 bzw, 48 Std. bei 
37**C und 5% CO2 inkubiert. AnschlieSend wird das Konjugat- 
enthaltende Medium entfernt und zweimal mit 200 fil 
farbstof freiem RPMI gewaschen und anschlieSend per FCS 
gemessen. Die Anregung mit dem Laser erfolgt bei 488 nm und 
die Emission bei 538 nm. 

Das Konjugat wird auf dem Weg in den Zellkern verfolgt. Dazu 
wird unter dem Lichtmikroskop eine Zelle ausgewahlt focusiert. 
Nach Focusierxing und Justierung des Lasers wird in 100 fim 
Schritten durch die Zellen gefahren, und die Fluoreszenz wird 
in Form von Lichtblitzen xiber Photomultiplier gemessen. Dabei 
wandern groSe Molekule und kleine Molektile unterschiedlich 
schnell. ErfaSt wird die Anzahl der dif fundierenden Molekule 
in einem Bereich von jeweils 100 im. So laSt sich mit der 
Signaldauer die GroEe der dif fundierten Molekfile bestimmen. 
Die dazugehSrige Grafik ist in Fig. 3 gezeigt. 

In einem weiteren Experiment wird die Kinetik, mit der das 
Konjugat ins Cytoplasma gelangt, mit dem gleichen Verfahren 
ermittelt. Die AT-1 Zellen wurden wieder 24 Std. adhariert. 
Das das Konjugat enthaltende Medium wurde wie vorhergehend 
beschrieben eingesetzt. Allerdings wurde jetzt sofort das 
Fluoreszenzsignal mit der FCS gemessen. 

Die FCS zeigte deutlich eine starke Anreicherung an der 
Zellmembran nach 5 Stunden Inkubationszeit . Eine Diffusion war 
nicht 2u erkennen. Nach 24 Std. Inkubationszeit zeigten sich 
nur noch geringfiigige Mengen an Konjugat in der Zellmembran. 
Auffallig war jetzt eine Anreicherung im Kern, die sich im 
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Beobachtungszeitraum von 48 Std. noch verstarkte. 



Zur Kontrolle wurden Konjugate eingesetzt, bei denen Rhodainin 
110 entweder nur an Pentratin oder an NLS gebunden war. Diese 
zeigten nicht den vorstehend beschriebenen Effekt der 
Zellkernanreicherung. Die Konjugate wurden, falls sie 
uberhaupt den Ubertritt in die Zelle schafften, an der 
Zellmeinbran bzw. der Nuclearhiille angehalten und reicherten 
sich dort an. 

Analog wie vorstehend beschrieben wurden alle in Beispiel 1 
hergestellten Konjugate hinsichtlich ihres zeitabhangigen 
intrazellularen Transports in das Zytoplasma (Z) bzw. den 
Zellkern (N) untersucht. Die Inkubationszeiten waren jedoch 
abweichend von den vorstehend angegebenen Inkubationszeiten 1, 
3, 6, 10 und 24 Stunden, Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 
gezeigt . 

Beispiel 3: Konzentrationsabhangiger Transport 

Es sollte untersucht werden, inwieweit die Konzentration des 
Transportpeptids ^^^^^"^^"Ml) -Penetratin/RPMI-Medium den 
zellularen und kemgerichteten Transport auch zeitabhangig 
beeinflussen. Verglichen wurde die Fluoreszenz von 20 /iM und 
100 pM Endkonzentration «»«iaminno -Penetratin/RPMI -Medium. 
Dazu wurden DU-145 Zellen 1, 6, 12, 24 und 48 Stunden mit den 
angebenen Konzentrationen inkubiert. Anschliefiend wird dreimal 
mit RPMI (ohne Penetratin) , einmal mit PBS und nochmals mit 
RPMI. Nach Versehen der Zellen mit Objekttragerdeckeln wurde 
umgehend die Fluoreszenz mittels der CLSM (Konfokalen Laser 
Scanning Mikroskopie) bestiramt. Die Ergebnisse sind in Fig. 4 
gezeigt. Daraus ist ersichtlich, daE mit einer hohen 
Konzentration von xiber 20 iM ein unspezif ischer Transport 
stattfindet, was auf Zytotoxizitat hindeutet. In einer 
darunterliegenden Konzentration dagegen findet ein 
spezif ischer Transport ins Zytoplasma statt. 
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Beispiel 4: Hemntung der Proliferation von AT-1 Zellen durch 
Einbringen eines Anti-sense Konstrukts 

Es wurden unter analoger Anwendung der in Bei spiel 1 
beschriebenen Methode Peptid-Konjugat-Konstrukte gemaE Fig. 6 
hergestellt. Dabei war der Wirkstoff eininal ein PNA mit der 
Sequenz NH2-TAC TGC GAC TCC GG-COOH (anti-sense zu Ratten P2- 
Promoter c-myc = PNA^s) und einmal eine Non-sense ("random") 
Sequenz mit der Nukleotidabf olge NH2-TTA AGO AGG CTC-COOH 
(=PNA«s) . 

AT-1 Zellen wurden in RPMI 1640 kultiviert, erganzt mit 10% 
FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/min. Penicillin, 100 /ig/ml 
Streptomycin. 

Man la£t AT-1 Zellen auf Objektragern 24 Std. anwachsen, Nach 
Mediumwechsel mit farbstof freiem RPMI 1640 (ohne Phenolrot) 
werden die Konjugate (100 nM) jeweils mit RPMI auf die Zellen 
geg;eben und 24, 48, 72 bzw. 96 Std. bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert, AnschlieEend wird das Konjugat-enthaltende Medium 
entfernt und zweimal mit 200 fil farbstof freiem RPMI gewaschen. 
Es erfolgt mittels der Coulter-Counting-Methode die 
Bestimmung der Zellzahl von AT-1 Zellen. 

Als Kontrolle wurden unbehandelte AT-1 Zellen verwendet- Eine 
weitere Kontrolle stellt unligiertes PNA^s dar, Diese 
Kontrollen wurde analog wie vorstehend beschrieben mit den AT- 
1 Zellen inkubiert. 

Das Ergebnis dieses Experiments ist in Fig. 7 gezeigt. Eine 
Hemmung der Proliferation von AT-1 erfolgte nur nach 
Verabreichung des Anti-sense Konstrukts, d.h. hiermit ist klar 
gezeigt, daS nur mittels des erf indungsgemaSen Konstrukts ein 
Eintritt in den Zellkem erfolgt und die Anti-sense Sequenz 
die gewunschte Wirkung dort entfalten kann. Unligierte Anti- 
sense Sequenz ist genauso wirkungslos wie die Kontrolle oder 
ein Konstrukt, das nicht mit einer der AT-1 Sequenzen 
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hybridisieren kann. 
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Patentanspriiche 

1. Konjugat zur Vermittlung eines zell-, kompartiment- oder 
membranspezif ischen Transports, wobei das Konjugat die 
folgenden Komponenten aufweist: 

einen Transportvermittler fiir die Zellmembran, 
ein zell^, kompartiment- oder 
membranspezif isches Adressprotein bzw. -peptid, 
und 

einen zu transport ierenden Wirkstoff • 

2. Konjugat nach Anspruch 1, wobei der Transportvermittler 
ein Peptid oder Protein ist, das die Plasmamembran 
iiberwinden kann. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei der 
Transportvermittler aus der Penetratin-Familie stammt 
Oder Transportan oder Telle davon ist oder ein 
bakterielles oder virales Transportprotein ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, wobei eines der Penetratine 
folgende Sequenz hat: 

lOTj-RQIKIVJFQimRMKWKK- 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei 
das zell-/ kompartiment- oder membranspezif ische 
Adressprotein bzw. -peptid ausgewahlt ist aus: 

fur Import in das ER H3N*-Met-Met-Ser-Phe-Val- 

Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- 
Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 
Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 
Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 



fiir Reimport in das ER 



HjN-Lys-Asp-Glu-Leu-COO 
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ftir Import in Mitochondrien HaN^-Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 

Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe- 
Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 
Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr- 
Leu-Leu 



fiir Import in den Zellkern -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 

Lys-Val 

HjN^-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val- (= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T-Antigen) 



fiir Import in Peroxisomen HjN-Ser-Lys-Leu-COO" 



fiir Bindung an die Zellmembran HjN^-Gly-Ser-Ser-Lys- 

Ser-Lys-Pro-Lys- 

6. Konjugat nach Anspruch 5, wobei die Sequenz fiir den 
Import in den Zellkern folgende Sequenz hat: 

Pro-Lys -Lys-Lys - Arg-Lys - Val - 

7. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Wirkstoff ausgewahlt ist aus Nukleinsauren, 
Proteinen/Peptiden und/oder chemischen Substanzen. 

8. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Konjugat folgenden Aufbau hat: 

Transportvermittler - Adressprotein - Wirkstoff 

9. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
ggf . weiter ein Spacer vorhanden ist, 

10. Konjugat nach Anspruch 9, wobei sich der Spacer zwischen 
dem Adressprotein und dem Wirkstoff befindet, 

11. Konjugat nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Spacer 
Polylysin, Polyethylenglykol oder Polyvinylpyrrolidon 
ist. 
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12- Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach einem der 
Anspriiche 1-11 aufweisend die folgenden Schritte: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P", "AP" und ggf. des 
Spacers 

2) Kovalente Verkniipfung zwischen "AP" und Wirkstoff, 
ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit "P" 
mitt els Redoxkopplung 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Peptidsynthese 
gemafi der bekannten Merrif ied-Methode durchgefuhrt 
wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die 
Redoxkopplung in einer wassrigen DMSO-Losung durchgefuhrt 
wird- 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 12-14, wobei sich noch 
ein Reinigungsschritt anschliefit. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Reinigung mittels 
HPLC stattfindet. 

17. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspruche 1-11 
zum zell-/ kompartiment- oder membranspezif ischen 
Transport eines gewunschten Wirkstoffs. 

18. Verwendung nach Anspruch 17 zum Einsatz in Diagnose 
und/oder Therapie. 
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n the entire international application. 



claims Nos. 



because: 



the said international application, or the said claims Nos ij \ g 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (speciM' 



See the supplemental box. 



I I the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos 
' — ' are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specif): 



□ the claims, or said claims Nos. 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

I I no international search report has been established for said claims Nos. 



. are so inadequately supported 



tmfp^Ji'f^llJrtl'"^^^^ ''•fillT'T f^ination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

I I the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

I I computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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International application No. 

PCT/DEOO/02346 



VI. Certain documents cited 



1 . Certain published documents (Rule 70. 1 0) 



Application No. 
Patent No. 



Publication date 
(day/month/year) 



Filing date 
(day/month/year) 



Priority date (valid claim) 
(day/month/year) 



See the supplental box. 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

(day/month/year) (day/month/year) 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^piiational application No. 
PCT/DE 00/02346 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sutticient) 



Continuation of: 1 1 



Conjugates in which the transport mediator is a bacterial 
or viral transport protein are not supported by the 
content of the priority documents. Documents D3-D5 are 
considered prior art for these documents. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



l^^ii^nal application No. 
'PCT/DE 00/02346 



fxn hS wh?n the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



1. The use of the conjugates in Claims 17 and 18 can be 
considered a therapeutic treatment or diagnostic method. 

Claims 17 and 18 therefore relate to a subject matter 
which, in the opinion of this Authority, is covered by 
PCT Rule 67.1{iv). Therefore, a report into the 
industrial applicability of these claims is not 
established (PCT Article 34 (4) (a) (i) ) • 

2. The PCT Contracting States do not have uniform 
criteria for assessing the industrial applicability of 
Claims 17 and 18 in their present form. Patentability may 
depend on the wording of the claims. The EPO, for 
example, does not recognise the industrial applicability 
of claims to the medical use of a compound; it does, 
however, allow claims to the first medical use of a known 
compound or to the use of such a compound in the 
manufacture of a drug for a new medical application. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



bmational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT | pcT / DE 00/02346 

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 

Claims 



5, 6 



1-4, 7-18 



5, 6 



1-4, 7-lS 



1-16 



17, 18 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 

Dl: WO-A-97/12912 
D2: WO-A-00/58488 
D3: WO-A-00/32236 
D4: WO-A-00/39153 
D5: WO-A-00/01417 

D6: DEROSSI ET AL., TRENDS IN CELL BIOLOGY, Vol. 8 
(1998-02), pp. 84-87 

D7: POOGA ET AL., NATURE BIOTECHNOLOGY, Vol. 16 
(1998-09), pp. 857-861. 



2. 



The present application describes conjugates having 
a transport mediator for the cell membrane (P), a 
cell-, compartment- or membrane-specific address 
protein or peptide (AP) and an active substance (W) 
to be transported. The conjugates can also contain a 
spacer (SP) . 

Dl discloses conjugates having a peptide, which 
functions as P and AP, a W (= biotin) and an SP (= 
Apa) (see Table 1, page 7, Table 2, page 8 and the 
example) . Since the conjugates have a preference for 
specific compartments (see page 5, lines 10-11) , 
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summational application No. 
PCT/DE 00/02346 



they are also considered from Dl to be AP. The 
subject matter of Claims 1-4, 7-10, 17 and 18 is 
therefore not novel (PCT Article 33(2)). 

D6 describes biochemical and chemical methods for 
producing a conjugate (see Fig. 3), conjugates (see 
Table 1) and uses (see abstract) which are covered 
by the subject matter of Claims 1-4, 7-10, 12-14, 17 
and 18. Since the ''vectors" from D6 have a 
preference for specific compartments, they are also 
deemed to be AP. In addition, Antp (see Fig. 1) can 
also be considered a conjugate that is covered by 
the subject matter of Claims 1-3, 7, 8, 9, 10, 17 
and 18. Helix 1 and helix 2 can be considered as W, 
and helix 3 can be considered as AP and P. The 
subject matter of these claims is therefore not 
novel (PCT Article 33(2) ) . 



D7 discloses that the conjugates of PNA and 
transport peptides, transportan and 
pAntennapedia (38-58) (see Table 1 and page 869, 
left-hand column, lines 31-32) which block galinin 
receptors. The conjugates of D7 have the following 
structure: P-SP-W-AP, wherein P is transport 
peptide, transportan and pAntennapedia (38-58 ) , SP is 
Cys-S-S, W is biotin and AP is PNA. The conjugates 
from D7 are deemed to be AP. Methods of producing 
and using the conjugates are also described (see 
pages 860-861, ''Experimental Protocol"). The subject 
matter of Claims 1-4 and 7-18 is not novel (PCT 
Article 33(2) ) . 



In addition, the subject matter of Claims 1 and 2 
also covers, for example, conjugates (a copy of the 
document is appended) which are formed during 
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^^imational application No. 
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PCT/DE 00/02346 



protein biosynthesis (translocon = transport 
mediator, protein = active agent, signal peptide = 
address peptide) . 



D3-D5 do not describe conjugates wherein the 
transport mediator is a bacterial or viral transport 
protein. 



D2 is not prior art within the meaning of PCT Rule 
64.1. 



The subject matter of Claims 1-4 and 7-18 does not 
therefore meet the requirements of PCT Article 
33(2). 

Documents Dl, D6 and D7 are considered the closest 
prior art. 



The subject matter of Claims 5 and 6 differs from 
Dl, D6 and D7 in that the conjugates contain 
specific address proteins or peptides. 

The problem addressed by the present invention can 
therefore be considered that of providing further 
conjugates . 



Documents Dl, D6 and D7 disclose conjugates having a 
transport mediator for the cell membrane, a cell-, 
compartment- or membrane-specific address protein or 
peptide and an active substance that is to be 
transported. The conjugates from Dl, D6 and D7 do 
not contain the proteins or peptides as per Claims 5 
and 6. 

Since none of the aforementioned prior art documents 

Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



^IP^national application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT pcT/DE 00/02346 



suggests this solution, the subject matter of Claims 
5 and 6 involves an inventive step and therefore 
meets the requirements of PCT Article 33(3). 

It is not obvious that any part ("parts thereof") of 
a Penetratin or the transportan can overcome the 
cell membrane. It follows that the subject matter of 
Claim 3 is not inventive (PCT Article 33(3)). 
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^jj^iiational application No. 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



Certain published documents (PCT Rule 70.10) 

Patent no. Publication date Filing date Priority date 

WO 00 58488 05.10.00 31.03.00 31.03.99 

WO 00 32236 08.06.00 26.11.99 30.11.98 

WO 00 39153 06.07.00 24.12.99 24.12.98 

WO 00 01417 13.01.00 22.06.99 03.07.99 
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PCT/DE 00/02346 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite documents Dl, D6 and D7 or indicate 
the relevant prior art disclosed therein. 



Form PCT/lPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



iH^j^tional application No. 
PCT/DE 00/02346 



Vm. Certain observations on the international application 



. he following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
Supported by the description, are made: 

1. Claim 1 does not meet the requirements of PCT 

Article 6, because the subject matter for which 
protection is sought is not clearly defined. The 
claim attempts to define the subject matter by means 
of the result that is to be achieved (something 
which can mediate transport through a cell membrane; 
proteins and peptides which reach cell 
compartments) . However, this merely indicates the 
problem of interest. To overcome this defect, the 
technical features necessary for achieving this 
result should be included in the claim. 

2. The term "active substance" used in Claim 1 has no 
generally acknowledged meaning and leaves the reader 
uncertain as to the meaning of the technical 
features in question. All chemical compounds can be 
considered active substances. 

3. Claim 2 does not meet the requirements of PCT 
Article 6, because the subject matter for which 
protection is sought is not clearly defined. The 
claim attempts to define the subject matter by means 
of the result that is to be achieved (transport 
mediator which can overcome the plasma membrane) . 
However, this merely indicates the problem of 
interest. To overcome this defect, the technical 
features necessary for achieving this result should 
be included in the claim. 



Claim 3 does not meet the requirements of PCT 
Article 6, because the subject matter for which 
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VIII. Certain observations on the international application 



protection is sought is not clearly defined. The 
claim attempts to define the subject matter by means 
of the result that is to be achieved (a bacterial or 
viral protein which can mediate transport through a 
cell membrane) . However, this merely indicates the 
problem of interest. To overcome this defect, the 
technical features necessary for achieving this 
result should be included in the claim. 



The term "spacer" used in Claim 9 has no generally 
accepted meaning and leaves the reader uncertain as 
to the meaning of the technical feature in question, 
Bondings or amino acids can be considered as 
spacers. Consequently, the subject matter of this 
claim is not clearly defined (PCT Article 6) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG Q|ft DIE INTERNATIONALE ZUSAMtm 
AmKEM GEBIET DES PATENTWESl^ 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



NARBEIT 



Aktenzeichen des Anmeiders Oder Anwalts 

K 2826 - sch/msl 



WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mitteilung Qber die Ubermittiung des internationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISAy220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 



internationaies Aktenzeichen 
PCT/DE 00/02346 



Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

14/07/2000 



(Fruliestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

16/07/1999 



Anmelder 



DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUN6 DES 



Dieser Internationale Recherchenberictit wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro ubennittelt. 

Dieser Internationale Reciierchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blotter. 

Daruber hinaus liegt iiim jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Teciinik bei. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundiage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, In der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

□ 



b. 



2. 

3. 



Die Internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der BehOrde eingerelchten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 
Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

in der internationalen Anmeldung In Schriflicher Form enthalten ist. 
I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Fonn eingereicht worden ist. 
I I bei der Behfirde nachtraglich in schrlftlicher Form eingereicht worden ist. 
I I bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Fonn eingereicht worden ist. 

I I Die Erkiarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoli nicht uber den Offenbamngsgehalt der 
— internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

I [ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Fomfi erfaBten Informationen dem schrlftlichen Sequenzprotokoli entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

I I Bestimmte Anspruche haben sich als nIcht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
] I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld 11). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

pC] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmlgt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behfirde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

TyT] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehOrde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Beh6rde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses Internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abblldung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentiichen: Abb. Nr 

I I wie vom Anmelder vorgeschlagen [Q 

I I well der Anmelder selbst keine Abblldung vorgeschlagen hat. 

[ I weii diese Abblldung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Jul! 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inter natio nales Aktenzeichen 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

PK 7 A61K47/48 



Nach der Intematlonalen Pate ntklassifikat ion (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der tPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikatlonssystem und Klassiflkationssymbole ) 

PK 7 A61K 



Recherchierte aber nfcht zum MindestprQfstoff gehSrende Veroffentlichungen, soweil diese unter die recherchierten GebietefaUen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultlerte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

PO-Internal, WPI Data, PAJ, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Data, MEDLINE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie" Bezeichnung der VerSffentltehung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



P,x 



wo 97 12912 A (CENTRE NAT RECH SCIENT 
;CHASSAING GERARD (FR); PROCHIANTZ ALAIN 
(F) 10. April 1997 (1997-04-10) 
sequence 1 

Selte 2; Anspriiche 6,7 

WO 00 58488 A (DALBY BRIAN ;INVITROGEN 
CORP (US); BENNETT ROBERT P (US)) 
5. Oktober 2000 (2000-10-05) 
Zusammenfassung; Anspriiche 1,3,15; 
Beispiele 9,10 

FR 2 786 397 A (SYNT EM) 
2. Juni 2000 (2000-06-02) 
Seite 5; Abbildung 2; label le 1 

-/-- 



1-18 



1-18 



1-18 



Weitere Verdffentlk;hungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlfchungen 

•A" VerOffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E' alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Internationalen 
AnmeWedatum veroffentlteht worden ist 

"L" Veroffentllchung. die geeignet Ist, einen Priorttatsanspruch zwelfelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenberteht genannten Veroffentllchung belegt werden 
soli Oder die aus etnem anderen besonderen Gmnd angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

'0' Veroftentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung. 

eine Benutzung, eIne Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
•p* VerSffentllchung, die vor dem internationalen Anmekledatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentllcht worden ist 



•T' Spatere Veroffentllchung. die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollkJIert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der Ihr zugmndeliegenden 
Theorle angegeben Ist 

•X* Veroffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann altein aufgrund dieser Veroffentllchung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit benjhend betrachtet werden 

■Y' Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nfcht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die VerSffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentltehungen dieser Kategorie In VertJindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur eInen Fachmann naheliegend Ist 
Veroffentllchung. die MItglled derselben Patentfamilie Ist 



Datum des Abschlusses der internatk>naten Recherche 



23. Mai 2001 



Absendedatum des lntematk>nalen Recherchenberichts 



15/06/2001 



Name und Postanschrift der Intemattonalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2260HVRiiswiik 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmdchtigter Bediensteter 

Gonzalez Ramon, N 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" I Bezelchnung der Verdffentlichung. soweH erf ordertk:h unter Angabe der in Belracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



.X 



,x 



,x 



P,X 



X.P 



FR 2 787 793 A (INST NAT SANTE RECH MED) 
30. Juni 2000 (2000-06-30) 
Zusammenfassung; Anspruche 1,4; Beispiel 7 

WO 00 01417 A (CYCLACEL LTD ;WANG SHUDONG 
(6B)J FISCHER PETER MARTIN (GB)) 
13. Januar 2000 (2000-01-13) 
Seite 9 -Seite 10; Anspruche 
5,6,8,13,17,24 

PIETERSZ, GEOFFREY A. (1) ET AL: "A 
16-tner peptide ( RQIKIWFQNRRMKWKK ) from 
antennapedia preferentially targets the 
Class I pathway." 

VACCINE, (8 JANUARY, 2001) VOL. 19, NO. 
11-12, PP. 1397-1405. PRINT. , 

XP001002158 
Zusammenfassung; Tabelle 1 

MI Z ET AL: "Characterization of a class 
of cationic peptides able to facilitate 
efficient protein transduction in vitro 
and in vivo." 

MOLECULAR THERAPY, (2000 OCT) 2 (4) 
339-47 . 

XPOoio64549 
Zusammenfassung; Tabelle 1 
Seite 345 

DEROSSI D (REPRINT) ET AL: "Trojan 
peptides: the penetratin system for 
intracellular delivery" 
TRENDS IN CELL BIOLOGY, ELSEVIER SCIENCE 
LTD, XX, 

Bd. 8, Februar 1998 (1998-02), Seiten 
84-87, XP002122131 
ISSN: 0962-8924 
Zusammenfassung; Abbildung 1 

ROUSELLE C. ET AL: "New advances in the 
transport of doxorubicin through the 
blood-brain barrier by a peptide 
vector-mediated strategy" 
MOLECULAR PHARMACOLOGY, 
Bd. 57, April 2000 (2000-04), Seiten 
679-686, XP001004535 
Zusammenfassung 

-/-- 
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Internationales Aktenzelchen 

PC^B 00/02346 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* I Bezelchnung der Veroffentlichung. sowelt erforderlich unter Angabe der In Betrachl kommenden Teile 



Betr. Anspnjch Nr. 



POOGA M. ET AL: "Cell penetrating PNA 
constructs regulate galanin receptor 
levels and modify pa1n transmission in 

vivo" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

Bd. 16, September 1998 (1998-09), Seiten 

857-861, XP001002100 

siehe results and discussion 

Zusammenfassung; Abbildung 2; Tabelle 1 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verfiffentlichungen. d^|^Mben Patentfamllie gehoren 



Internationales Aktenzeichen 

pJk 00/02346 



Im Recherchenbericht 



Datum der 
Veroffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamllie 



Datum der 
Verdffentllchung 



wo 9712912 


A 


10-04-1997 


FR 
EP 
JP 
US 


2739621 A 
0797589 A 
10510557 T 
6080724 A 


11-04-199/ 
01-10-1997 

13-iu-ivyo 
27-06-2000 


WO 0058488 


A 


05-10-2000 


AU 


4055500 A 


16-10-2000 


FR 2786397 


A 


02-06-2000 


AU 
WO 


1391000 A 
0032236 A 


19-06-2000 
08-06-2000 


FR 2787793 


A 


30-06-2000 


WO 


0039153 A 


06-07-2000 


WO 0001417 


A 


13-01-2000 


AU 
EP 
GB 


4519899 A 

1093383 A 
2340121 A,B 


24- 01-2000 

25- 04-2001 
16-02-2000 



Foimblatt PCT/ISA«10 (Anhang Patentlamille)(Juli 1992) 



Der Antra^ ist bd der zusianiigen mit der intemtionakn vorldufi^en Prufung kauftraim Behorde oder, wenn zwe^fer mehr Behorden zustandii sind, bei der 
vom Anmelder gemhlten Behorde einzureichen. Der Anmelder iann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behorde aufder nachstehenden leile an^eben. 



IPEA/. 



PCT 




ANIRfVG AUF INIERNAIICX*\LE XOEOJtLflElGE HOJPIJNG 

nach Artikel 31 des Vertrags fiber die Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fur die nachstchend bezeichnete internationale Anmeldung 
die Internationale vorlaufige Prufung nach dem Vertrag fiber die internationale Zusammenarbeit auf dem 
Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird und benennt hiermit als ausgewahlte Staaten 
alle auswahlbaren Staaten (soweit nichts anderes angegeben). 

^^^„^m^mm^m^mm VoD dct mlt dcf intcmationalett vorlaufigen Prufung beauflragtcn Behorde auszufullcn — — 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



FcldNr.I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichcn des Anmeldcrs oder Anwalts 
K 2826 - sch/msl 


Internationales Akteazeichen 
PCT/DEGO/02346 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
14 July 2000 (14.07.00) 


(Fruhester) Prioritatstag (Tag/Monat/Jahr) 
L6 July 1999 (16.07.99) 


Bezeichnung der Erfmdung Konjugat zur Vermittlung eines zell-, kompartiment- oder 
membranjspezifischen Transports von Wirksubstanzen 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Aaschrift: (Familienname.Vorname; beijuristischenPersonenvollstandigeamtliche 
Bezeichnung. BeiderAnschriftsind die PostleitzahlundderNamedesStaats 
anzugeben.) 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

69120 Heidelberg 


Telefonnr.: 


Telefaxnr.: 


Femschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: (FaaUiemue. Yomme; bei jnrisHschn Pmona w«jtflJi% wMe SaeithnMi tti ier Huchr^ svii die hs^ibahl ui der Hant des Siaals tmteben^ 

BRAUN, Klaus 

Am Schwanenweiher 6 

67105 Schifferstadt 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: (FailienMme, fmMe; hei juristiscUn frricwa ntUtiniite aamt Beui^nni Bei ier Aischr^t sini He Postkibakl nd der VaBt iet Steatt aaatehet.} 

PESCHKE, Peter 
Maximilianstr. 16 

67459 Bohl-Iggelheim 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


fxH Weiterc Anmelder sind auf cinem Fortsetzungsblatt angegeben. 



FormblattPCT/IPEAMOl (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antra gsformu la r 



Internationales Aktenzeichen 



PCT/DEOO/02346 



Fortsetzung von Fcid Nr. II ANMELDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzt, so sollte dieses Blati dem Antrag nicht beigejugt werden. 


Name und Anschrift: (Fmknnm, Ymmc: beijumtischn hmm mMt Uuichuni Iti kr Aminit mi die PoitfetoW uni itr Xa«e it$ StauU anzui^hcn.) 


FRIEDRICH, Eckart 
An den Hofwiesen 6 




76831 Landau-Ilbesheim 




Staateangehorigkcit (Staat): 


Sitz odcr Wohnsitz (Staat): 


Name und Anschrift: (F«ilie«««. Vommt: hajamMn Umm foOrta-i^ wdicie tmth^n, U iff Am^ ^""^ 


PIPKORN, Riidiger 
Adolf -Rauch-Str. 3 




69120 Heidelberg 




Staatsangehorigkcit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: (FmHmaMt, Yonmc; hci iuMen Fmom foMnditt M imckmi Ba icr Ansch4 mi iie PosHtiti^hl nni itrHci^t ia Stents uimtbn^ 


WALDECK, Waldemar 
Tilsiter Str. 49 




69514 Laudenbach 




Staatsangehorigkcit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: |F«ifi«i.a«, Yomnt: hti fnrUtischn fmom wH»»«% wrficie ttzmUm U itr Am^ A> ?«t/«toH »J itt U»t ia Stoats 


DEBUS, Jurgen 
Kreuzstr. 11 




76698 Stettfeld 




Staatsangchorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


1 1 Weitcre Anmelder sind auf einem zusatzUchcn Fortsetzungsblatt angcgcben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1 998; Nachdruck Juli 2000) Siehe Anmerkungen zu 



BlattNr. 



rM 

i^^ltionales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/02346 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person ist [x] Anwalt Q gcmcinsamcr Vcrtreter 

und nn ist vom (von den) Aninelder(n) bereits fruhcr bcstcllt wordcn und vcrtritt ihn (sie) auch fur die Internationale vorlaufige 
' — ' Prufung. 

I I wird hiermit bestellt; cine etwaigc friiherc Bcstellung eines Anw alts/gem einsam en Vcrtreters wird hicrmit widerrufen. 

□ wird hiermit zusatzlich zu dcm bereits fruher bcstelltcn Anwalt/gcmcinsamen Vcrtreter, nur fur das Verfahrcn vor der 
mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behdrde bestellt 



Kame und Anschrift: fFamUienname,Vorname: beijuristischenPersonenvolhtandigeamtlicke 
Bezeicknung.BeiderAnsckriftsinddiePostUitzaklundderNamedesStaats 
anzugeben.) 

SCHOBLER, Andrea HUBER & SCHUSSLER 

Truderinger Str. 246 patentanwalte • Patent Attorneys 

81825 Munchen 

Tel. 089/42 72 47 48 • B»x 089/42 72 47 49 



Telefonnr.: 



089/42724748 



Telefaxnr.: 



089/42724749 



Femschrctbnr.: 



□ Zostellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kcin Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt 
dessen im obigen Feld cine spezielle Zustellanschrift angcgeben wird. 



Feld Nr. IV GRUNDLAGE DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN PRIIFUNG 



ErklSrnng betreffend Anderungen:* 

1. Der Anmelder wunscht, daB die intemationale vorlaufige Prufung auf der Gnindlage 
fx] der internationalen Anmeldung in der ursprunglich eingercichten Fassung 
der Beschreibung [X| '^^ <lcr ursprunglich eingereicbten Fassung 

I I unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 



derPatentansprucbe [Y] 

□ 
□ 

□ 



in der ursprunglich eingercichten Fassung 

unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 19 
(ggf. zusammen mit Begleitschreiben) 

unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 



der Zeichnungen 



in der ursprunglich eingercichten Fassung 
unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

aufgenommen wird 

I [ Der Anmelder wunscht, dafi jegliche nach Artikel 19 eingcrcichtc Anderung der Anspruchc als uberholt angcschen wird. 

I 1 Der Anmelder wunscht, daB der Bcginn der internationalen vorlaufigen Prufung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem 
— Prioritatsdatum aufgeschoben wird, sofern die mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Bchordc nicht cine 
Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder cine Erklarung des Anraelders erhalt, daB er keine solchen 
Anderungen vornehmen will (Kegel 69.1 Absatz d), (Dieses Kastchen darf nur angekreuzt werden, wenn die Frist nach 
Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 
Wenn kein Kastchen angekreuzt wird, wird mit der internationalen vorlaufigen Prufung auf der Gnindlage der internationalen 
Anmeldung in der ursprunglich eingercichten Fassung begonnen; wenn cine Kopie der Anderungen der Anspruche nach Artikel 19 
und/oder Anderungen der internationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragten Behdrde eingeht, bcvor diese mit der Erstellung eincs schriftlichen Bescheids oder des internationalen vorlaufigen 
Prufangsberichts begonnen hat, wird jcdoch die geanderte Fassung verwendet. 



Sprache fiir die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung: jdRU.tSCJh 

nn dies ist die Sprache, in der die intemationale Anmeldung eingercicht wurde. 

I I dies ist die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht wurde. 

pr| dies ist die Sprache der Veroffcntlichung der internationalen Anmeldung. 

I I dies ist die Sprache der Obersetzung. die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht wurdc/wird. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt hiermit als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit, alle Staaten, die bestimmt wurden und 
durch Kapitel U gebunden sind) 

mit Ausnahme der folgenden Staaten, die der Anmelder nicht benennen mochte: 



FormblattPCT/IPEA/401 (Blatt2) (Juli 1998; Nachdruck Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



• 




w ■ 






Internationales Aktenzeichen 


BlattNr. ..A.. 




PCT/DEOO/02346 


Fcid Nr. VI KONTROLLISTE 


Dem Antrag liegen foleende Unterlagen fur die Zwecke der intemationalen vorlaufigen 
Priil^&g in der in FelaNr. IV angegebenen Sprache bei: 


Von der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde auszufuUen 






erhalten nicht erhalten 


1. Ubersetzung der intemationalen Anmeldung Blatter 




□ □ 


2. Anderungen nach Artikel 34 Blatter 




□ □ 


3. Kopie (oder, falls erforderlich, Ubersetzung) 

der Anderungen nach Artikel 19 Blatter 




□ □ 


4. Kopie (oder, falls erforderlich, Obersetzung) 

einer Erklarung nach Artikel 19 : Blatter 




□ □ 


5. Bcgleitschreiben : Blatter 




□ □ 


6. Sonstige (einzeln aujjuhren) : Blatter 




□ □ 


Dem Antrag liegen aufierdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 






1. [Y] Blatt fur die Gebuhrenberechnung ^' (ZD B^grunt^^^ng das Fehlen einer Unterschrift 


2. rn unterzeichnete gesonderte Vollmacht 5. ["1 Nucleotid- und/oder AminosSuresequenz- 

1 — protokoll in computerlesbarer Form 

3. 1 1 Kopie der allgcmeinen Vollmacht; 

' — * Aktenzeichen (falls vorhanden): 6. Q sonstige fcwreM flw/j'iiAreii;: y.Scheck 5780 


Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 


Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht aus 
dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 


Mtirichen, den 09. Februar 2001 












Dr. Andrea Schuftier 











1. 


Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 


2. 


Geandertes Eingangsdatum des Antrags aufgrund von 
BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1 Absatz b: 


3. 


1 — 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab | 1 Der Anmeldcr wurdc 
1 — 1 Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, untcn, findcn kcinc Anwcndung. ' — ' cntsprechend unterrichtet 


4. 


I 1 Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach Kegel 80.5. 


5. 


1 1 Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 1 9 Montaten ab Prioritatsdatum, der verspatete Eingang ist aber nach 
^ Regel 82 ENTSCHULDIGT. 





Antrag vom IPEA erhalten am: 



FormblattPCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEFT AUF DEM 
kGEBIET DES PATENTWESEr 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN ~> 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE . ^ ' 



■1^ 




PCT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



02.11.2001 



Aktenzelchen des Anmelders Oder Anwalts 
K 2826 - sch/msl 


WICHTTGE MrTTHLUNG 


Internationales Aktenzelchen 
PCT/DEOO/02346 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
14/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
16/07/1999 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES ... 



1. Dem Anmelder wird mitgetellt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der Internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, ubermittelt. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewalilten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so mu3 diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Aniagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertlgen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrlft der mit der intemationalen PrOfung 
beauftragten Behorde 

EuropSisches Patentamt 
0^0298 MOnchen 



Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmdchtlgter Bediensteter 
Gallego, A 

Tel. 449 892399-8102 



I J 



Fomiblatt PCT/IPEA/416 (Jul! 1992) 



VERTRAG UBER [^INTERNATIONALE ZUSAI\AnARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 



INTERNATiONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
K 2826 - sch/msl 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriauflgen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/lPEA/416) 


lntematk}nales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/02346 


Internationales Anmeldedatum(Ta£^onatC/a/7/;) 
14/07/2000 


Prioritdtsdatum (Tag/MonatH'ag) 
16/07/1999 


Internationale Patentklasslfikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K47/48 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES ... 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der nnit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 uberniittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 10 Blotter einschiieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behdrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrtchtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blotter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundlage des Benchts 

II S Prioritat 

III ^ Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerbllchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erktdrungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI S Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Vlt ^ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

Vlli B Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Elnrelchung des Antrags 
09/02/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
02.11.2001 


Name und Postanschiift der mit der intemationalen vorlaufigen 
PrOfung beauftragten Behdrde: 

^ EuropSisches Patentamt 
/ml D-80298 Munchen 
S^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtlgter Bedlensteter ^^j^;5s;sj;sj^ 
Lopez Garcia, F (f l) 

Tel. Nr. +49 89 2399 2171 ^^-^S^^ 



Fonnblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02346 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der Internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprungiich 
eingereict)f and sind itim niciit beigefugt, weil sie l^eine Anderungen enthaiten (Regein 70. 16 and 70, 17)): 
Beschreibung, Selten: 

1-14 ursprungllche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-18 ursprungliche Fassung 

Zelchnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungllche Fassung 

Sequenzprotokoll In der Beschreibung, Selten: 

1-4, in der ursprungiich eingereichten Fassung. 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingerelcht worden 1st, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Gmndlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
S bei der Behorde nachtraglich In schriftlicher Fomn eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Fomn eingereicht worden Ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Infomnationen dem schriftlichen 



Formblatt PCT/IPEA/409 (FeWer l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02346 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Selten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einlgen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regal 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthaiten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

II. Priorltat 

1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Priorltat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingerelcht wurden: 

□ Abschrift der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden Ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden. da sich der 

Priorltatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte Internationale Anmeldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemericungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt, erflnderische Tatigkeit und gewerbllche Anwendbarkeit 

1. Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
^ Anspruche Nr. 17.18. 

Begrundung: 

S Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. gewerbliche Anwendbari<eit 
beziehen sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlauflge Pruf ung 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



^ If f 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02346 



durchgefuhrt werden braucht (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein intemationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle Internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Aniage 0 der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erflnderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


5.6 




Nein: 


Anspruche 


1-4,7-18 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


5.6 




Nein: 


Anspruche 


1-4, 7-18 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-16 




Nein: 


Anspruche 


17,18 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internatlonalen Anmeldung 
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Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



VIII. Besttmmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt II 
Priorltat 

Konjugate, wobei der Transportvermittler ein bakterielles oder virales Transportprotein 
ist, sind durch den Inhalt der Prioritatsunterlagen nicht gestutzt. Fur diese Konjugate 
werden die Dokumente D3-D5 als Stand der Technik angesehen. 

Zu Punkt 111 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Die VenA/endung der Konjugate der Anspruche 17 und 18 kann als therapeutische 
Behandlung oder Diagnostizierverfahren angesehen werden. 

Daher beziehen sich die Anspruche 17 und 18 auf einen Gegenstand, der nach 
Auffassung dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die 
gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten erstellt 
(Artikel 34(4) a) (i) PCT). 

2. Fiir die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 17 
und 18 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, 
nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, 
die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Verwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine 
neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuhelt, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente venwiesen: 
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D1: WO 97 12912 A 
D2: WO 00 58488 A 
D3: WO 00 32236 A 
D4: WO 00 39153 A 
D5: WO 00 01417 A 

D6: DEROSSI ET AL TRENDS IN CELL BIOLOGY, Bd. 8, (1998-02), S. 84-87. 
D7: POOGA ET AL NATURE BIOTECHNOLOGY, Bd. 16, (1998-09), S. 857- 
861. 

2. Die vorliegende Anmeldung beschriebt Konjugate, die einen Transportvermittler 
fur die Zellmembran (P), ein zell-, kompartiment- oder membranspezifisches 
Adressprotein bzw. -peptid (AP) und einen zu transportierenden WIrkstoff (W) 
aufwelsen. Die Konjugate konnen auch ein Spacer (SP) enthalten. 

3. Di offenbart Konjugate, die ein Peptid, das als P und AP funktionlert, einen W 
(=Biotin) und ein SP (= Apa) aufweist (siehe Tabelle 1, S. 7, Tabelle 2, S. 8 und 
Beispiel). Da die Konjugate eine Praferenz fur bestimmte Kompartimente 
aufweisen (siehe S. 5, 1. 10-17), werden sie aus DI auch als AP angesehen. 
Daher ist der Gegenstand der Anspruche 1-4, 7-10, 17 und 18 nicht neu (Art. 
33(2) POT). 

D6 beschreibt biochemische und chemische Verfahren zur Herstellung eines 
Konjugats (siehe Abb. 3), Konjugate (siehe Tabelle 1), und Venwendungen (siehe 
Zusammenfassung), die unter den Gegenstand der Anspruche 1-4, 7-10, 12-14, 
17 und 18 fallen. Da die "Vektoren" aus D6 eine Praferenz fiir bestimmte 
Kompartimente aufweisen, werden sie auch als AP angesehen. AuBerdem, kann 
Antp (siehe Abb. 1) auch als Konjugat, das unter den Gegenstand der Anspruche 
1-3, 7, 8, 9, 10, 17 und 18 fallt, angesehen werden. Helix 1 und Helix 2 konnen 
als W angesehen werden, Helix 3 kann als AP und P angesehen werden. Diese 
Anspruchsgegenstande sind somit nicht mehr neu (Art. 33(2) POT). 

DZ offenbart, dass die Konjugate aus PNA und Transportpeptide, Transportan 
und pAntennapedia(38-58) (siehe Tabelle 1 und S. 869, L. Sp. Z. 31-32) die 
Galaninrezeptoren blockieren. Die Konjugate aus D7 haben den folgenden 
Aufbau: P-SP-W-AP, wobei P Transportpeptide, Transportan und 
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pAntennapedia(38-58) ist, SP Cys-S-S ist, W Biotin ist und AP PNA ist. Die 
Konjugate aus D7 werden als AP angesehen. Verfahren zur Herstellung und 
Verwendung der Konjugate sind auch beschreiben (siehe S. 860-861 , 
"Experimental Protocol"). Der Gegenstand der Anspruche 1-4, 7-18 ist nicht neu 
(Art. 33(2) PCT). 

AuBerdem fallen unter den Gegenstand der Anspruche 1 und 2, z.B. die 
Konjugate (eine Kopie des Dokuments liegt bei), die wahrend der 
Proteinbiosynthese gebildet werden (Translokon = Transportvemnittler, Protein = 
Wirkstoff, Signalpeptid = Addresspeptid). 

Konjugate, wobel der Transportvermittler ein bakterielles Oder virales 
Transportprotein ist, sind nicht in D3-D5 beschrieben. 

D2 ist nicht Stand der Technik, im Sinne von Regel 64.1 . 

Daher, erfullt der Gegenstand der Anspruche 1-4,7-18 nicht die Erfordemisse des 
Artikels 33(2) PCT. 

4. Die Dokumente D1 , D6 und D7 werden als nachstliegender Stand der Technik an- 
gesehen. 

Der Gegenstand der Anspruche 5,6 unterscheidet sich von D1 , D6 und D7 
dadurch, dass die Konjugate bestimmte Adressproteine Oder -peptide enthalten. 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin 
angesehen werden, weitere Konjugate bereitzustellen. 

Die Dokumente D1, D6 und D7 offenbaren Konjugate, die einen 
Transportvermittler fiir die Zellmembran, ein zell-, kompartiment- oder 
membranspezifisches Addressprotein bzw. -peptid und einen zu 
transportierenden Wirkstoff aufweisen. Die Konjugate aus D1, D6 und D7 
enthalten nicht die Proteine bzw. Peptide gemaB Anspruche 5 und 6. 

Da kein Dokument aus dem obengenannten Stand der Technik diese Losung 
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nahelegt, beruht der Gegenstand der Anspriiche 5 und 6 auf einer erfinderischen 
Tatigkeit und entspricht somit den Anforderungen des Artikels 33(3) PCT. 

Es ist nicht offensichtlich, dass irgendein Teil ("Teile davon") eines Penetratin 
Oder desTransportan die Zellmembran iibenwinden kann, folglich ist der 
Gegenstand des Anspruchs 3 nicht erfinderisch (Art. 33(3) PCT). 



Zu Punkt VI 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 



Bestimmte verofffentlichte Unterlaaen fReael 70.10) 

Priorltatsdatum 

Anmelde Nr. Vefoffentllchunasdatum Anmeldadatum (zu Recht beansorucht) 

Patent Nr. fTM^MonaVJahrl (TaaMonat/Jahr) fTagWgfffltVflftrt 



WO 00 58488 
wo 00 32236 
WO 00 39153 
WO 00 01417 



05.10.00 
08.06.00 
06.07.00 
13.01.00 



31.03.00 
26.11.99 
24.12.99 
22.06.99 



31.03.99 
30.11.98 
24.12.98 
03.07.99 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

1 . Im Widerspmch zu den Erfordemissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Besclireibung weder der In den Dokumenten D1 , D6 und D7 offenbarte 
einschlagige Stand der Teclinik nocli diese Dokumente angegeben. 



Zu Punkt Vlil 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 , Der Anspruch 1 entspricht nicht den Erfordemissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis (etwas, das den 
Transport durch eine Zellmembran vermittein kann; Protelne und Peptide, die 



Fortnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt4) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02346 
PRUFUNGSBERICHT - BEiBLATT 

Zielkompartiemente erreichen) zu definieren; damit wird aber lediglich die zu 
losende Aufgabe angegeben. Zur Beseitigung dieses Mangels erscheint es 
erforderlich, die fur die Erzielung dieses Ergebnisses notwendigen technlschen 
Merkmale in den Anspruch aufzunehmen. 

2. Der in dem Anspruch 1 benutzte Begriff "Wirkstoff" hat keine allgemein 
anerkannte Bedeutung und laBt den Leser uber die Bedeutung des betreffenden 
technischen Merkmals im Ungewissen. Alle chemischen Verbindungen konnen als 
Wirkstoff angesehen werden. 

3. Der Anspruch 2 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis 
(Transportvermittler, der die Plasmamembran iibenwinden kann) zu definieren; 
damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. Zur Beseitigung 
dieses Mangels erscheint es erforderlich, die fur die Erzielung dieses Ergebnisses 
notwendigen technischen Merkmale in den Anspruch aufzunehmen. 

4. Der Anspruch 3 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis (ein bakterielles 
Oder virales Protein, das den Transport durch eine Zellmembran vermittein kann) 
zu definieren; damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. Zur 
Beseitigung dieses Mangels erscheint es erforderlich, die fur die Erzielung dieses 
Ergebnisses notwendigen technischen Merkmale in den Anspruch aufzunehmen. 

6. Der in dem Anspruch 9 benutzte Begriff "Spacer" hat keine allgemein anerkannte 
Bedeutung und laBt den Leser uber die Bedeutung des betreffenden technischen 
Merkmals im Ungewissen. Bindungen oder Aminosauren konnen als Spacer 
angesehen werden. Dies hat zur Folge, da3 die Definition des Gegenstands 
dieses Anspruchs nicht klar ist (Artikel 6 PCT). 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwatts 
K 2826 - sch/msl 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen PrOfungsberichts (Fonmblatl PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/02346 


Internationales Anmeldedatum (Ta^^onat/JaAir; 
14/07/2000 


Priorltatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
16/07/1999 


Internationale Patentklassifikatlon (IPK) Oder i 
A61K47/48 


lationale Klassifikation und IPK 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES ... 



1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen voriaufigen Prut ung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermlttelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 1 0 Blatter einschlieBllch dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabel handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geSndert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berlchtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtllnien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I ^ Grundtage des Berichts 

II S Prioritat 

III H Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderlsche Tatigkelt und gewerbliche Anwendbarkelt 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung 

V IS Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erf inderischen Tatigkeit und der 

gewert)llchen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI S Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

VII S Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
09/02/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
02.11.2001 


Name und Postanschrifl der mit der intemationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behdrde: 

^ EuropSisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigler Bediensteter /J^^^^^^^^^^ 
Lopez Garcia, F i/ 

Tel. Nr. +49 89 2399 2171 ^ 
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I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinslchtlich der Bestandteile der Internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 

Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70, 16 and 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Selten: 

1-14 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 8 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/8-8/8 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1-4, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtllch der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die intemationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabel handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlauflgen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtllch der in der Internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
IS bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schrlftllche Sequenzprotokoll nicht Qber den 
Offenbarungsgehalt der Internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
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Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht 1st ohne Berucksichtigung (von einlgen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

II. Prioritat 

1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrift der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden. da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte Internationale Anmeldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Belblatt 

III. Kelne Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erflnderische Tatlgkelt und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte Internationale Anmeldung. 
IS Anspruche Nr. 17,18. 

Begrundung: 

IS Die gesamte Internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. gewerbliche Anwendbarkeit 
beziehen sich auf den nachstehenden Gegenstand, fur den keine Internationale vorlaufige Prufung 
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durchgefiihrt werden braucht (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

Die Beschreibung, die AnsprOche Oder die Zeichnungen {machen Sie hierzu nachstehend genaue Anoaben) 
Oder die obengenannten AnsprOche Nr. sind so unklar. daS kein sinnvoiies Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



2. 



□ Die AnsprOche bzw. die obengenannten AnsprOche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibuna 
gestutzt, daB kein sinnvoiies Gutachten erstellt werden konnte. 

□ FOr die obengenannten AnsprOche Nr. wurde kein intemationaler Recherchenbericht erstellt. 

Eine sinnvolle intemationale vorlaufige PrOfung kann nicht durchgefuhrt werden. well das Protokoll der Nukleotid- 
enttpricht "^^"^ ^ '^^'^ Verwaltungsvorschrlften vorgeschriebenen Standard 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingerelcht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtllch der Neuheit, der erfinderischen Tatigkelt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


AnsprOche 


5,6 




Nein: 


Anspruche 


1-4,7-18 


Erflnderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


AnsprOche 


5,6 




Nein: 


Anspruche 


1-4, 7-18 


Gewerbllche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-16 




Nein: 


AnsprOche 


17,18 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DEOO/02346 



Es wurde festgestellt, daB die Internationale Annneldung nach Form Oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Belblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur Internatlonalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden. ist folgendes zu bemerken: 
siehe Belblatt 
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Zu Punkt II 
Priorltat 

Konjugate, wobei der Transportvermittler ein bakterielles oder virales Transportprotein 
ist, sind durch den Inhalt der Prioritatsunteriagen nicht gestutzt. Fur diese Konjugate 
werden die Dokumente D3-D5 als Stand der Technik angesehen. 

Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkelt 

1 . Die Verwendung der Konjugate der Anspruche 17 und 18 kann als therapeutische 
Behandiung oder Diagnostizien/erfahren angesehen werden. 

Daher beziehen sich die Anspruche 17 und 18 auf einen Gegenstand, der nach 
Auffassung dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Daher wird uber die 
gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspruche kein Gutachten erstellt 
(Artikel 34(4) a) (1) PCT). 

2. Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 17 
und 18 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine 
einheitlichen Kriterien. Die Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der 
Anspruche abhangen. Das EPA beispielsweise erkennt den Gegenstand von 
Anspruchen, die auf die medizinische Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, 
nicht als gewerblich anwendbar an; es konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, 
die auf eine bekannte Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die 
Venwendung einer solchen Verbindung zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine 
neue medizinische Anwendung gerichtet sind. 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinslchtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 
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D1: WO 97 12912 A 
D2: WO 00 58488 A 
D3: WO 00 32236 A 
D4: WO 00 39153 A 
D5: WO 00 01417 A 

D6: DEROSSI ET AL TRENDS IN CELL BIOLOGY, Bd. 8, (1998-02), S. 84-87. 
D7: POOGA ET AL NATURE BIOTECHNOLOGY. Bd. 16, (1998-09), S. 857- 
861. 

2. Die vorliegende Anmeldung beschriebt Konjugate, die einen Transportvermittler 
fur die Zellmembran (P), ein zell-, kompartiment- Oder membranspezifisches 
Adressprotein bzw. -peptid (AP) und einen zu transportierenden Wirkstoff (W) 
aufweisen. Die Konjugate konnen auch ein Spacer (SP) enthalten. 

3, Dl offenbart Konjugate, die ein Peptid, das als P und AP funktioniert, einen W 
(=Biotin) und ein SP (= Apa) aufweist (siehe Tabelle 1 , S. 7, Tabelle 2, S. 8 und 
Beispiel). Da die Konjugate eine Praferenz fur bestimmte Kompartimente 
aufweisen (siehe S. 5, 1. 10-17), werden sie aus Dl auch als AP angesehen. 
Daher ist der Gegenstand der Anspruche 1-4, 7-10, 17 und 18 nicht neu (Art. 
33(2) POT). 

D6 beschreibt biochemische und chemische Verfahren zur Herstellung eines 
Konjugats (siehe Abb. 3), Konjugate (siehe Tabelle 1), und Ven/vendungen (siehe 
Zusammenfassung), die unter den Gegenstand der Anspruche 1-4, 7-10, 12-14, 
17 und 18 fallen. Da die "Vektoren" aus D6 eine Praferenz fur bestimmte 
Kompartimente aufweisen, werden sie auch als AP angesehen. Au3erdem, kann 
Antp (siehe Abb. 1) auch als Konjugat, das unter den Gegenstand der Anspruche 
1-3, 7, 8, 9, 10, 17 und 18 fallt, angesehen werden. Helix 1 und Helix 2 konnen 
als W angesehen werden, Helix 3 kann als AP und P angesehen werden. Diese 
Anspruchsgegenstande sind somit nicht mehr neu (Art. 33(2) POT). 

D7 offenbart, dass die Konjugate aus PNA und Transportpeptide, Transportan 
und pAntennapedia(38-58) (siehe Tabelle 1 und S. 869, L. Sp. Z. 31-32) die 
Galaninrezeptoren blockieren. Die Konjugate aus D7 haben den folgenden 
Aufbau: P-SP-W-AP, wobei P Transportpeptide, Transportan und 
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pAntennapedia(38-58) ist, SP Cys-S-S ist, W Biotin ist und AP PNA ist. Die 
Konjugate aus D7 werden als AP angesehen. Verfahren zur Herstellung und 
Verwendung der Konjugate sind auch beschreiben (siehe S. 860-861, 
"Experimental Protocol"). Der Gegenstand der Anspruche 1-4, 7-18 ist nicht neu 
(Art. 33(2) PCT). 

AuBerdem fallen unter den Gegenstand der Anspruche 1 und 2, z.B. die 
Konjugate (eine Kopie des Dokuments liegt bei), die wahrend der 
Proteinbiosynthese gebildet werden (Translokon = Transportvemiittler, Protein = 
Wirkstoff, Signalpeptid = Addresspeptid). 

Konjugate, wobei der Transportvermittler ein bakterielles oder virales 
Transportprotein ist, sind nicht in D3-D5 beschrieben. 

D2 ist nicht Stand der Technik, im Sinne von Regel 64.1 . 

Daher, erfullt der Gegenstand der Anspruche 1-4,7-18 nicht die Erfordemisse des 
Artikels 33(2) PCT. 

4. Die Dokumente D1 , D6 und D7 werden als nachstliegender Stand der Technik an- 
gesehen. 

Der Gegenstand der Anspruche 5,6 unterscheidet sich von D1 , D6 und D7 
dadurch, dass die Konjugate bestimmte Adressproteine oder -peptide enthalten. 

Die mit der voriiegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin 
angesehen werden, weitere Konjugate bereitzustellen. 

Die Dokumente D1 , D6 und D7 offenbaren Konjugate, die einen 
Transportvermittler fiir die Zellmembran, ein zell-, kompartiment- oder 
membranspezifisches Addressprotein bzw. -peptid und einen zu 
transportierenden Wirkstoff aufweisen. Die Konjugate aus D1, D6 und D7 
enthalten nicht die Proteine bzw. Peptide gemaB Anspruche 5 und 6. 

Da kein Dokument aus dem obengenannten Stand der Technik diese Losung 
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nahelegt, beruht der Gegenstand der Anspriiche 5 und 6 auf einer erfinderischen 
Tatigkeit und entspricht somit den Anforderungen des Artikels 33(3) PCT, 

Es ist nicht offensichtllch, dass irgendein Teil ("Teile davon") eines Penetratin 
Oder desTransportan die Zellmembran ubenwinden kann, folglich ist der 
Gegenstand des Anspruchs 3 nicht erfinderisch (Art. 33(3) PCT). 



Zu Punkt VI 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 



Bestimmte veroffentlichte Unterlaaen meael 70.10) 

Priofltatadatum 

Anmelde Nr . VerWentltehMnWrtatym Anmaldadatum /ai RbcM beanaon»:Ml 

^^^^r, (T^vmfJ^hrl iraaMonaaiahn (TaaMonaUJahh 



WO 00 58488 
WO 00 32236 
WO 00 39153 
WO 00 01417 



05.10.00 
08.06.00 
06.07.00 
13.01.00 



31.03.00 
26.11.99 
24.12.99 
22.06.99 



31.03.99 
30.11.98 
24.12.98 
03.07.99 



Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der Internationalen Anmeldung 

1 . Im Widerspruch zu den Erfordemissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1, D6 und D7 offenbarte 
einschlagige Stand der Technik nocli diese Dokumente angegeben. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Der Anspruch 1 entspricht nicht den Erfordemissen des Artikels 6 PCT, well der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis (etwas, das den 
Transport durch eine Zellmembran vemnitteln kann; Proteine und Peptide, die 
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Zielkompartiemente erreichen) zu definieren; damit wird aber lediglich die zu 
losende Aufgabe angegeben. Zur Beseitigung dieses l\/langels erscheint es 
erforderlich, die fiir die Erzieiung dieses Ergebnisses notwendigen technischen 
Merkmale in den Ansprucli aufzunehmen. 

2. Der in dem Anspruch 1 benutzte Begriff "Wirkstoff" hat keine allgemein 
anerkannte Bedeutung und Ia3t den Leser uber die Bedeutung des betreffenden 
technischen IVIerkmals inn Ungewissen. Alle chemischen Verbindungen konnen ais 
Wirkstoff angesehen werden. 

3. Der Anspruch 2 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis 

(T ransportvennittler, der die Plasmamembran ubenwinden kann) zu definieren; 
damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. Zur Beseitigung 
dieses Mangels erscheint es erforderlich, die fiir die Erzieiung dieses Ergebnisses 
notwendigen technischen Merkmale in den Anspruch aufzunehmen. 

4. Der Anspruch 3 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, weil der 
Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In dem Anspruch wird 
versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis (ein bakterielles 
Oder virales Protein, das den Transport durch eine Zellmembran vermittein kann) 
zu definieren; damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. Zur 
Beseitigung dieses Mangels erscheint es erforderlich, die fur die Erzieiung dieses 
Ergebnisses notwendigen technischen Merkmale in den Anspruch aufzunehmen. 

6. Der in dem Anspruch 9 benutzte Begriff "Spacer" hat keine allgemein anerkannte 
Bedeutung und la(3t den Leser iiber die Bedeutung des betreffenden technischen 
Merkmals im Ungewissen. Bindungen oder Aminosauren konnen als Spacer 
angesehen werden. Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands 
dieses Anspruchs nicht klar ist (Artikel 6 PCT). 
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VERTRAG 0 
A 



)B|&piE INTERNATIONALE ZUSAMUENARBEIT 
lU^EM GEBIET DES PATENTWESH 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 

K 2826 - sch/msl 


WEITERES MItteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
x,^r*r^^^^^, Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, sowelt 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 00/02346 


Internationales Anmeldedatum 
fTag/Monat/Jahr) 

14/07/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

16/07/1999 


Anmeider 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES ... 



Dieser Internationale Recherchenbericlit wurde von der Internationalen Recherchenbeharde erstellt und wird dem Anmeider oemaR 
Artikel 1 8 iibernnittelt. EIne Kopie wird dem Internationalen Buro (ibermlttelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _4 Blatter. 

Pn Daraber hinaus llegt Ihm jeweils eine Kople der in diesem Berlcht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bel. 



2. 
3. 



Grundiage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache 1st die intemationale Recherche auf der Grundiage der Intematlonalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sle eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben 1st. 

I I Die Internationale Recherche ist auf der Grundiage einer be! der BehOrde eingereichten Ubersetzung der Internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der In der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Gmndlage des Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

I I zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I I bei der Behdrde nachtragllch In schrlftllcher Form eingereicht worden 1st. 

I I bei der BehOrde nachtragllch In computerlesbarer Form eingereicht worden 1st. 

I I Die Erkiarung, daB das nachtrSgllch eingerelchte schrlftllche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
Intenfiatlonalen Anmeldung Im Anmeldezeltpunkt hlnausgeht, wurde vorgelegt. 

r~l Die ErklSrung, daB die In computerlesbarer Form erfaf3ten Informatlonen dem schriflllchen Sequenzprotokoll entsorechen 
wurde vorgelegt. ^ ^ ^ 

I I Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld 1). 
I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

pn wird der vom Anmeider eingerelchte Wortlaut genehmigt. 
I I wurde der Wortlaut von der Behfirde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] wird der vom Anmeider eingerelchte Wortlaut genehmigt. 

— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 

I I Anmeider kann der BehOrde innerhalb elnes Monats nach dem Datum der Absendung dieses intematlonalen 

Recherchenberichts elne Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verOffentllchen: Abb. Nr 



Q wie vom Anmeider vorgeschlagen |X| keinederAbb. 

r~l well der Anmeider selbst kelne Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzelchnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1 ) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



5GEGENS 



Internationales Aktenzelchen 



PC] 



00/02346 



A. KLASSIFIZIERUNGDESANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 A61K47/48 



Nach der Intemalionalen Patentklassiflkation (iPK) Oder nach der natlonalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MIndestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Geblete fallen 



Wahrend der Intemationalen Recherche konsultlerte eleklronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegrlffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Data, MEDLINE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezelchnung der Veroffentllchung, soweit erforderllch unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspmch Nr. 



p,x 



wo 97 12912 A (CENTRE NAT RECH SCIENT 
;CHASSAING GERARD (FR); PROCHIANTZ ALAIN 
(F) 10. April 1997 (1997-04-10) 

sequence 1 

Se1te 2; Anspruche 6,7 

WO 00 58488 A (DALBY BRIAN ;INVITROGEN 
CORP (US); BENNETT ROBERT P (US)) 
5. Oktober 2000 (2000-10-05) 
Zusammenfassung; Anspruche 1,3,15; 
Belsplele 9,10 

FR 2 786 397 A (SYNT EM) 
2. Juni 2000 (2000-06-02) 
Seite 5; Abbildung 2; Tabelle 1 

-/-- 



1-18 



1-18 



1-18 



Weltere Ver6ffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



X 



Siehe Anhang Patentfamllle 



*• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlkjhungen 
■A' Veroffentllchung, die den allgemeinen Stand derTechnlkdefinlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

■E' alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem Intemattonalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L' Veroffentllchung, die geeignet Ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schelnen zu lassen, oder durch die das Verdffentllchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentllchung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O' Veroffentlichung, die sich auf eine mundllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezlehl 

•P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden Ist 



■T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidlert, sondern nur zum Verslandnis des der 
Erfindung zugrundellegenden Prinzips oder der Ihr zugrundellegenden 
Theone angegeben Isf 

■X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTatigkelt beruhend betrachtet werden 

■Y' Verdffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nteht als auf erfinderischer TStlgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie In Verblndung gebracht wird und 
diese Verblndung fur einen Fachmann naheliegend Ist 
Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamllle ist 



Datum des Abschlusses der Intemationalen Recherche 



23. Mai 2001 



Absendedatum des Intemationalen Recherchenberichts 



15/06/2001 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdnje 
Europdisches Patentamt, P.B. 5818 Patenttaan 2 

NL-2280HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtlgter Bediensteter 



Gonzalez Ramon, N 
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Betr. Anspruch Nr. 



P,x 



P,X 



P,X 



X.P 



FR 2 787 793 A (INST NAT SANTE RECH MED) 
30. Juni 2000 (2000-06-30) 
Zusatnmenfassung; Anspruche 1,4; Be1 spiel 7 

WO 00 01417 A (CYCLACEL LTD ;WANG SHUDONG 
(GB); FISCHER PETER MARTIN (GB)) 
13. Januar 2000 (2000-01-13) 
Seite 9 -Seite 10; Anspruche 
5.6,8,13,17,24 

PIETERSZ, GEOFFREY A. (1) ET AL: "A 
16-mer peptide ( RQIKIWFQNRRMKWKK ) from 
antennapedia preferentially targets the 
Class I pathway." 

VACCINE, (8 JANUARY, 2001) VOL. 19, NO. 
11-12, PP. 1397-1405. PRINT. , 

XP001002158 
Zusammenfassung; Tabelle 1 

MI Z ET AL: "Characterization of a class 
of catlonic peptides able to facilitate 
efficient protein transduction In vitro 
and in vivo." 

MOLECULAR THERAPY, (2000 OCT) 2 (4) 
339-47. , 

XP001004549 
Zusammenfassung; Tabelle 1 
Seite 345 

DEROSSI D (REPRINT) ET AL: "Trojan 
peptides: the penetratin system for 
intracellular delivery" 
TRENDS IN CELL BIOLOGY, ELSEVIER SCIENCE 
LTD, XX, 

Bd. 8, Februar 1998 (1998-02), Seiten 
84-87, XP002122131 
ISSN: 0962-8924 
Zusammenfassung; Abbildung 1 

ROUSELLE C. ET AL: "New advances in the 

transport of doxorubicin through the 

blood-brain barrier by a peptide 

vector-mediated strategy" 

MOLECULAR PHARMACOLOGY, 

Bd. 57, April 2000 (2000-04), Seiten 

679-686, XP001004535 

Zusammenfassung 

-/-- 
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Betr. Anspmch Nr. 



POOGA M. ET AL: "Cell penetrating PNA 
constructs regulate galanin receptor 
levels and modify pain transmission in 

vivo" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

Bd. 16, September 1998 (1998-09), Seiten 

857-861, XP001002100 

siehe results and discussion 

Zusammenfassung; Abbildung 2; Tabelle 1 
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FR 
EP 
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US 
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WO 
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WO 
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Internationales AJctenzeichen 


ANTRAG 


Internationales Anmeldedalum 


Der Unterzeichnete beantragt, daB die voriiegende 
intemationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 


Name des Anmeldeaxnts und "PCT International Application" 


Aktenzeichen des Anmciders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max.J2Zeichen) ^ 2826 - SCh/msl 



FeidNr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG Konjugat zur Vermittlung eines fell-, 
kompartiment- oder membranspezifischen Transports von Wirksubstanzen 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschri ft: (Familierwame, Yomame: bet jwistischen Personen volbtdndige amtltche Bezeichnunz 
Bet der Anschrifi sim die Postleitzahi und der Name des Stoats anzvgeben Der in diesem Feld in der 
Anschrjft angegebene Stoat isi der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben tsL) 

Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 

D-69120 Heidelberg 


1 1 Diese Person ist 
' — * gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: 


Tclcfaxnr.: 


Femschreibnr.: 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 



Diesc Person ist Anmcldcr 
filr folgcndc Staatcn: 



□ alie Bestim- 
1 



I mungsstaaten 



aile Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vercinigten Staaten von Amcrika 



□ nur die Vercinigten 
Staaten von Axnerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschrift: (Fomilienname, Yomame; i..^ 

Bei der Anschrifi sind die Postleitzahi md der Name des Stoats onzug^ben. Der in diesem Feld in der 
Anschrifi ongegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, so/em nachstehend kein 
Staat aes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

BRAUN, Klaus 

Am Schwanenweiher 6 

D-67105 Schifferstadt 



Diesc Person ist: 
I I nurAnmeldcr 

|X I Anmcldcr und Erfinder . 

□ nur Erfmder (Wird dieses Kastchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehdrigkeit (Staat): 



DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Diesc Person ist Anmelder 
ftirfolgende Staaten: 



□ alle Bestim- 



I mungsstaaten 



□ aJie Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



rX~| nur die Vereinigten 
I 1 Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



X Weiterc Anmelder und/oder (weitere) Erfihder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgcndc Person wird hiermit bcstcllt/ist bcstcllt worden, um filr den (die) Anmelder fxTH An waif 
vor den zustSndigcn intcmationalen BchCrden in folgender Eigcnschafl zu handcln als: 1^ I 



j— j gememsamer 



Vcrtrctcr 



Name und Anschrift: (Fomilienname, Yomame: bei jwistischen Personen vollstandige amtltche 
Bezeichnunz Bei der Anschrifi sind die Postleitzahi und der Name des Stoats 
anzugebenj 



SCHUBLER, Andrea 
Truderinger Str. 246 

0-81825 Munchen 



RUBER & SCHtJSSLER 
Pateiitanwillte • Patent Attorneys 
Ihidcringcr SlraBc 244*81825 Manchcn 
Tbi. 089/42 72 47 48 . Rot 089/42 .72 47 49 



Telefonnr.: 



089/42724748 



Tetefaxnr.: 



089/42724749 



Femschreibnr.: 



□ 



Zustellanschrtft: Dieses Kastchen ist anzukreuzcn, wenn kein Anwalt oder gemcinsamer Vcrtrctcr bcstcllt ist und statt dcssen im 
obigen Feld cine speziellc Zustellanschrift angegeben ist. 



FormblattPCT/RO/lOl (Blatt l)(Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Fortsctzung von Feld Nr, III WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


mrd keines derfolgenden Felder benutzS, so sollte dieses Blatt demAntrag nicht beigefikgt werden. 


Name imd Anschrift: n^amilienname. Ypmame: beijwistischen Personen vollstandige amiliche Bezeichmng. 
Bei der Anschrift sim die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der in diesem Feld in der 
Anschri/i angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelden, sofern nachstehend kein 
Siaat aes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

PESCHKE, Peter 
Maximilianstr. 16 

D-67459 Bohl-Iggelheim 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmeldcr 

1 ^ 1 Anmelder und Erfmder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

I • angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig,) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


S'T.^^^i^"^^'?^'"^'^^^ 1 lailcBcstim- 1 laJlcBcstimmungsstaatcnmitAusnahmc nur die Vcrcinigtcn 1 1 die im Zusatzfeld 

mrfolgcndeStaaien: | 1 mungsstaaten | | der Vcrcinigtcn Suaicn von Amerika A Staatcn von Amcrika I I angegebenenStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname. Yomame: bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnmg 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats amugeben. Der in diesem Feld in iter 
Anschrifi angegebene ^aat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Staat aes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

FRIEDRICH, Eckart 
An den Hofwiesen 6 

D-76831 Landau-Ilbesheim 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X 1 Anmeldcr und Erfinder 

j 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1—1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangeharigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dicsc Person ist Anmcldcr i |allcBcstim- | | allcBcstimmungsstaaienmitAusnahmc ' nur die Vercinigten | 1 die im Zusatzfeld 

furfolgcndeStaaten: | | mungsstaaten I | der Vercinigten Staaten von Amerika a Staatcn von Amerika | | angegebcncnStaaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame: bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnmz 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben, Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Siaat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat aes Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

PIPKORN, Rudiger 
Adolf -Rauch-Str. 3 

D-69120 Heidelberg 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmeldcr 

1 X| Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfmder (Wird dieses KSstchen 
i — 1 angekremt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Dicse PcRon ist Anmeldcr i i aJie Bcstim- | — | allc Bcstimmungsstaaicn mit Ausnahmc* " y nur die Vcreinigten 1 — 1 die im Zusatzfeld 
nlrfolgcndcStaatcn: l_| mungsstaaten L_J der Vcreinigten Staatcn von Amerika ^ Staaten von Amerika | | angegebcncnStaaten 


Name und Anschrift (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichmmg. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der m diesem Feld in der 
Anschrifi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kern 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist,) 

WALDECK, Waldemar 
Tilsiter Str. 49 

D-69514 Laudenbach 


Diese Person i§t: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Anmelder und Erfinder 

1 — 1 nur Erfmder (Wird dieses KSstchen 

\ 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht n6tig) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsiu (Staat): 


Dicsc PcrsonistAnmcIdcr i lalleBestim- 1 1 allc Bcstimmungssiaaten mil Ausnahme rn nur die Vercinigten i 1 die im Zusatzfeld 

fur rolgcndc Staatcn: | [mungsstaaten | | der Vcrcinigtcn Siaaten von Amerika |a 1 Staaten von Amerika | | angegebcncnStaaten 


^ Wcitcrc Anmcldcr und/oder (wciiere) Erflnder sind auf cincm rusatzlichcn Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formbian PCT/RO/lOl (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 




Fortsctzung von Fcid Nr, III WEITERE ANMELDER UN0/ODER (WEITERE) ERFINDER 


mrd keines der folgenden Felder benuiU, so soUte dieses Blatt dent Anirag nicht beigefugt werdetu 


NamcundAnschnft: ffamHienname, Yonume: beijurbtuchenPersonenvolhidndigeamilicheBezeichnunir 
Bet der Anschrifi sind die PastjeitzaM und der Same des Stoats amugeben Der in diesem Feld in der 
Anschrift apgegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachtehend kein 
Stoat des Sttzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

DEBUS, Jurgen 
KreuzstraBe 11 

D -76698 Stettfeld 


Dicsc Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X| Aximclder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (W'wd dieses Kastchen 
1 — J angekreuzt. so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder V/ohnsitz (Staat): 

DE 


fii*Ti!!!!rcfI^^'**^^ 1 |^"cBcstim- 1 lallcBcstimiTiungsstaatcnmilAusnahmc rjn nur die Vcrcinigtcn 1 1 die im Zusatzfdd 

filrfolgendcStaatcn. 1 1 mungsstaatcn | | der Vcrcinigtcn Siaaien von Amcrika Lll StaatenvonAmcrika | | angegcbcncn Staaicn 


Name und Anschnft: (Famdtenname, Yomame: beijwistischen Personen voilstdndige amtliche Bezeichnunz 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats amugeben Oer in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sttzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Oiese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1—1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Staatsangeharigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staai): 


' Dicsc Person ist Anmcldcr i lallcBcstim- 1 | allc Bcstimmungsstaaien mit Ausnahme 1 1 nur die Vcrcinigtcn I 1 die im Zusatzfcld 

Wrlolgcn<lcbtaatcn: | | mungsstaatcn \ | der Vcreinigten Siaaten von Amcrika | ! Staatcn von Amerika I | angcgebenenSiaaicn 


Name und Anschrifi: (FcanUienname, Yomame: bei juristischen Personen wiistdndige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der in diesem Feld in der 
Anschrifi mgegebene Stoat at der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders. sofern nachstehend kein 
Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist,) 


Dicse Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfmdcr 

1 1 nur Erfinder (W'ud dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig) 


StaatsangehOrigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsite (Staat): 


Dicsc Person ist Anmeldcr i lallcBcsiim- 1 1 allc Bcstimmungsstaaien mil Ausnahme' 1 1 nurdicVeieinigten | 1 diclm Zusatzfcld 

nlrtolgcnde Staatcn: | | mungsstaatcn | | der Vcrcinigtcn Staatcn von Amcrika | | Staaten von Amerika 1 1 angegcbcncn Staatcn 


Name und Anschrift: {Famitienname, Yomame; beijuristbchen Personen voHstandige amtliche Bezeichnung, 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. Der m diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Dicsc Person i^: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 — 1 nur Erfmdcr (Wird dieses Kastchen 

\ 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


SiaatsangehOrigkeit (Staat): 


Siiz Oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i lallcBesiim- | 1 allc Bcstimmungsstaaien mil Ausnahme | 1 nur die Vcreinigten 1 1 die im Zusatzfcld 

Rlr foigendeSiaaicn: | | mungsstaatcn | | der Vcrcinigtcn Staatcn von Amcrika i | vStaaten von Amerika | I angcgebenen Siaaten 


1 1 Wcitcrc Anmeldcr und/odcr (weitcrc) Erfinder sind auf cincm zusflizlichcn Fortscizungsblan angegeben. 



Formblatt PCT/RO/l 01 (Fortsctzungsblan) (Juli 1 998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Fcld Nr. V BESTIMMUNG VON STOVTEN 



BlanNr. A. 



Die folgendcn Bcstimmungcn nach Rcgcl 4.9 Absatz a wcrdcn hicnnil vorgcnommcn (bilte die entsprechenden Kastchen ankreuzen; y/enigitens em Kastchen mufi 
angekreuzt werden): 
Regionales Patent 

a AP ARIPO-Patcnt: GH Ghana. GM Gambia, KE Kcnia, LS Lesotho. MW Malawi. MZ Mosambik. SD Sudan, 
SL Sierra Lconc, SZ Swasiland, TZ Vcrcinigte Rcpublik Tansania, UG Uganda, ZW Simbabwe und jcder weiterc Staat, der 
Vcrtrag^staat dcs Harare-ProtokoUs und des PCfT ist 

Eurasisches Patent: AM Armcnicn, AZ Aseibaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan, KZ Kasachstan. MD Rq>ublik 
Moldau. RU Russische Foderation, T J Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weiterc Staat, der Vcrtragsstaai des Eurasischen 

Patcntubereinkommens und dcs PCT ist 

EuropSiscbes Patent: AT Osterreich, BE Belgicn. CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
DE Deutschland, DK Dancmark, ES Spanien, FI Finnland, FR Frankrcich, GB Vereinigtes Konigreich. GR Griechcnland. 
IE Irland. IT Italicn, LU Luxemburg, MC Monaco. NL Niederlande, PT Portugal, SE Schwcden und jcder wcitere Staat. 
der Vcrtragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralafrikanische Rcpublik, CG Kongo, CI Cote d'lvoirc, CM Kamcrun, 
GA Gabun. GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weiterc Staat, der Vcrtragsstaat der OAPI und dcs PCT ist (falls eine andere Schuizrechtsart oder an sonstiges Verfahren gewunscht 

wird. bitteaufdergqwnheten Linie angeben) 

Nationales Patent (falb eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewunscht wird, bitte aufder gepunkteten Unie angeben): 



09 EP 
Ca OA 



AE Vereinigte Arabische Emirate 
AG Antigua und Barbuda 

AL Albanien 

Annenien 

Osterrcich 

Austral ien 

Aserbaidschan 

Bosnicn-Herzegowina 

Barbados 
Bulgarien 



AM 
AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
BZ 
CA 



IS LC Saint Lucia 
Kl LK Sri Lanka 
SI LR Liberia 

B LS Lesotho 

H LT Litauen 
IS LU Luxemburg 
la LV Lettland 

Bj MA Marokko 

IS MD Republik Moldau 
El MG Madagaskar . . . . 



Brasilien Bl MK Die chemaligc jugoslawische Republik Mazedonien , 



m 
a 

□ 

B 
B 
El 
B 



Belarus B 

Belize Kl 

Kanada ^ 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein E 

CN China B 

CR Costa Rica Bl 

CU Kuba El 

CZ Tschechische Republik El 

DE Deutschland ^ 

DK Dancmark ^ 



H 

El 

H 

H 

B 

E) 

GE Georgicn E) 

GH Ghana B 



DM Dominica 

DZ Algericn 

Estland 

Spanien 

Finnland 

El GB Vereinigtes Konigreich 
El GD Grenada 

SI 



EE 
ES 
FI 



(a 

IS 

eg 

B 
Kl 
B 

ea 

IS 
B 
B 



HU 

ID 

IL 

IN 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 

KZ 



El 

la 



El GM Gambia 
El HR Kroatien . 
Ungam . . 
Indonesien 
Israel ... 

Indicn El 

Island El 

Japan - tS 

Kenia H 

Kirgisistan SI 

Demokratische Volksrcpublik Korea Kastchen fur die Bcstimmung von Staatcn. die dem PCT nach der 

Republik Korea VcrSficntlichung dieses Formblatts bcigetrctcn sind: 

Kasachstan □ 

ErklSrung bzgL vorsorglicher Bcstimmungen: ZusStzlich zu den obcn gcnannlcn Beslimmungen nirnmt der Anmelder nach Kegel 4.9 
Absatz b auch alle andcren nach dcm PCT zulassigcn Bcstimmungcn vor mil Ausnahme der im Zusatzfcld genanntcn Bcsunvnungcn, aic 
von dicscr Erklaiung ausgcnommen sind. Der Anmelder erklart, daB dicse zusalzlichen Bcstimmungcn untcr dem yort)chaii cinCT 
Bestaligung stehcn und jede zusatzlichc Bcstimmung. die vor Ablauf von 1 5 Monaten ab dem Prioritatsdatum nicht bc^atigt ^"^d^, nacn 
Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruckgcnommcn gilt. (Die Bestatigung (einschliefllich der Gebuhren) mufi beim Anmeiaeami 
innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

MZ Mosambik 
NO Nonvegen 

NZ Neusecland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO RumSnien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowcnien 

SK Slowakci 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Tiirkci 

TT Trinidad und Tobago 

TZ Vereinigte Rcpublik Tansania 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vcrcinigte Staatcn von Amcrika 

UZ Usbckistan 

VN Vietnam 

YU Jugoslawicn 

ZA Sudafrika 

ZW Simbabwe 



Formblatt PCT/RO/ 1 01 (Blatt 2) (Juli 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Fcid Nr. VI PRIORITATSANSFWCH 



BlattNr. 



n Wcitcrc Priorit^BKprilchc sfnd im Zusatzfeld angcgcbcn. 



Anmcldedatum 
dcr friihercn Anmcldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktcnzcichcn 
der friShcrcn Anmcldung 



1st die fiilhcre Anmcldung cine: 



nationale Anmcldung: 
Staat 



rcgionalis Anmcldung:* 
regionalcs Amt 



intemationale AnmeldungS 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 

16. Juli 1999 



Zeile (2) 



199 33 492.7 



DE 



Zcilc{3) 



TmTm^e^S^y^den ist(sW. das fir die Z^cke dieser m.erncMnalen AnmeldungAnmeldeam, is,) ... 



Amt fiirtixprgicht worden ist(sind), das fur die ZwecKe aieser miernuuunuKn . . j 

p.iH Nr VTT INTE RNATIONALE RECHERCHENBEHORdT " 



Wahl der internationalen Recherchenbthfirde (ISA) 
(falis ^ei Oder mehr als iwei intemauonale Recherchen- 
Uhdrden fur die Ausfiikrung der internationalen Recherche 
zustdndig sind. geben Sie die von Ihnen geyydhlte BehOrde an: 
der Zweibuchstaben-Code kann btttutzt werden) 



ISA /EPA 



Antragauf Nutzung dcr Er^ebnissc eiwr fiUherco Recherche; B<»"R»^™f "J^Jj^ 
frShm Recherche eine fmhere Recherche bei der internationalen Recherchenbehdrdel 
beantragt oder von ihr durchgef&hrt worden ist): 
Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Aktcnzcichcn Staat (oder regionales Amt) 



FeldNr.Vm KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



deutsch 



Diese intemationale Anmcldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattern 

Antrag ^ 

Beschreibung (ohne 
Sequenzprotokolltcii) 

AnsprOchc 

Zusammenfassung 

Zcichnungcn 

Sequenzprotokolltcii 
df^^ljgbung : ^ 

Blattzahl insgesamt 3l' 



3 

1 
7 



Abbildung der Zcichnungcn, die 
mil dcr Zusammcnfassune 
verOffentlicht werden soil (Nr.): 



Dieser internationalen Anmcldung liegcn die nachstchend angckrcuztcn Untcriagen bei: 

1 . [3 Blatt fur die Gcbuhrenbercchnung 

2. Q Gesondertc untcrzcichnctc Vollmacht 

3. □ Kopic dcr allgcmeinen Vollmacht; Aktcnzcichcn (falls vorhanden): 

4. □ Begrundung fur das Fehlcn ciner Unterschrifl 

5. □ Prioritatsbeleg(e), in Fcld Nr. VI durch 

folgende Zeilcnnummer gekennzcichnet: 

6. □ Obersctzung dcr internationalen Anmcldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gcsondcitc.AngabcnzuhintcricgimMikroorganism^ 

8. □ ProtokoU dcr Nuclcotid- und/oder Aminosfiurcscquenzcn in computcrlcsbarcr Form 

9. ^1 Sor^sii^^ (einzelnaujfuhren): V'Scheck, Kop . Priobel ■ 



Sprache, in der die 
intemationale Anmeldung 
eingereicht wird: 



FeldNr.IX UNTERSCHRIFT PES ANMELDERS ODER PES ANWALTS 

^dem/ln^ag^b^ in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet 



iesnichteindeutig 



Munchen, den 14. Juli 2000 
Dr. Andrea SchQBler 



. Vom Anmeldeamt auszufiillcn . 



I. Datum dcs tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmcldung* 



3 Geandcrtes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgcrccht cingegangener Untcriagen oder Zcichnungcn 
zur VervoUstandigung dieser internationalen Anmcldung. 



4 Datum dcs fristgercchten Eingangs dcr angefordcrtcn 
Richtigstcllungcn nach Artikel 1 1(2) PCT: 



2. Zcichnungcn 

□ cinge- 
gangen: 



j— J nichl ein- 



I gegangen: 



5. Internationale RcchcrchcnbchOrdc 
ffalls zwei oder mehr zust&ndig sind): 



ISA/ 



I 6. ri Obcrmittlung dcs Rcchcrchcnexcmplaij.bi^^ 
LJ Zahlung derllcchcrchengebOhr aufgcschobcn 



Datum dcs Eingangs dcs Aktencxemplars 
beim Internationalen BQro: 

FormblattPCT/RO/lOl (Ictzics Blatt) (Juli 1998) 



-Vom Internationalen BOro auszufiillcn . 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsjum^J^ 



VERTRAG OB^DIE INTERNATIONALE ZUSAI\^|^ ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



r 



I Na me und Anschrift des Anwalts, falls kein Anwalt, des Anmelders [ 



Absender: 



EINGEGANGEN 
2 5. JULI 2000 

ANMELDEAMT 

wie untan enge(^b«n 

ErTed 



Mitteilung uber den Eingang von Unterlagen 
einer vorgeblichen internationalen Anmetdung 

gemaU PCX Verwaltungsrichtlinien Abschnitt 301 



ABSENDEDATUM beim' Anmeld«amt 

1 9. JuU 2000 



AKTENZEICHEN DES ANMELDERS ODER ANWALTS 



KENNZEICHNUNG DER VORGEBLICHEN INTERNATIONALEN ANMELDUNG 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 00l02h^(o 



Bezeichnung der Erfindung 



Anmelder (Name) ^ 



MITTEILUNG 



Hiermit wird dem Anmelder mitgeteilt, daB beim Anmeldeamt am 

A^. «lu/< 2 00^ per Telefax 



(Eingangsdatuni der Unterlagen) 
Unterlagen eingegangen sind, die eine internationale Anmeldung darsttlltn sollen. 

Originalunterlagen bitte innerhalb von 14 Tagen nachreichen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dad diese Unterlagen vom Anmeldeamt in Bezug auf die Erfordernisse von 
Artikel 11 Absatz 1, d.h. auf ihre Obereinstimmung mit den Erfordernissen fiir dit Zuerkennung des internationa- 
len Anmeldedatums, noch nicht gepriift worden sind. 

Den Unterlagen ist vorlaufig das oben angegebent inttrnationale Aktenzeichen zugewiesen worden, Der Anmelder 
wird hiermit aufgefordert, im Schriftverkehr mit dem Anmeldeamt auf dieses Aktenzeichen Bezug zu nehmen. 



DAS ANMELDEAMT 



Name und Postanschrift des Anmeldeamts 

DEUTSCHES PATENT- UND MARKENAMT 
80297 MOnchen 

Tcicfaxnr. (0 89) 21 95-22 21 . 



Bevollmfichtigter Bediensteter 



Telcfonnr.(0 89)2195-22 68 



FormblattPCT/RO/125 

11.98 



14. Juli 2000 



Unser Zeichen: K 2826 - sch / msl 

gnn-iuaat zur Verrnifctluna etnas zell-. koinpart:jjnent- — odeg 

mftmbranspeziflschen Tr-aneporfce von Wlrksubstanzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Kon jugate zur Vermittlung 
eines zell-, kompartiment- oder membranspezif ischen Transports 
von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die Erfindung Verfahren 
zur Herstellung dieser Konjugate sowie deren Verwendung. 

Es ist bekannt, daS zellulare Meinbransysteiae weitestgehend 
impenneabel ftir viele Stoffe (z.B. NukleinsSuren, Proteine, 
chemische Substanzen) sind, die von au6en in die Zelle 
eingebracht warden sollen. Zum Einbringen von NukleinsSuren 
konnen Zel Imembranen durch physikalische Prozesse 
(Transfektion bei Eukaryonten, Transformation bei 
Prokaryonten) und biologische VorgSnge (Infektion) iiberwunden 
werden. Der Transformation, d.h. dem unmittelbaren Aufnehmen 
der nackten NukleinsSure durch die Zelle. geht eine Behandlung 
der Zellen voraus. Unterschiedliche Methoden zur Erzeugung 
dieser -kompetenten Zellen- stehen zur Verftigung. Die meisten 
Verfahren basieren auf den Beobachtungen von Mandel und Higa 
(J. Mol. Biol. 53, S. 159-162 (1970)). die erstmals zeigen 
konnten. daS die Ausbeuten bei der Aufnahme von Lainbda-DNA 
durch Bakterien in Gegenwart von Calciumchlorid ganz 
wesentlich gesteigert werden. Diese Methode ist erstmals von 
Cohen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, S. 2210-2114 
(1972)) ftir Plasraid-DNA erfolgreich eingesetzt und durch viele 
Modif ikationen verbessert worden. Eine andere 
Trans format ionsmethode beruht auf der Beobachtung, daB 
hochfrequente Wechselstromfelder Zellmembranen aufbrechen 
kSnnen (Elektroporation) . Diese Technik lafit sich ausnutzen, 
urn nackte DNA nicht nur in prokaryontische Zellen, sondem 
auch in eukaryontische Zellsysteme einzuschleusen (Weaver et 
al., J. cell Biochem. 51, S. 426-435 (1993)). Zwei sehr sanfte 
Methoden zur DNA-Einbringung in eukaryontische Zellen wurden 
von Sikes et al. (Hum. Gen. Therap. 5, S. 837-840 (1994)) bzw. 
Yang et al. (Proc. Natl. Acad. Sci USA 87. S. 9568-9572 (1990) 
entwickelt. Sie beruhen auf der direkten Injektion der DNA in 



14. JUll 2000 



einzelne Zellen (Mikroinjektion) bzw. auf dem BeschuS einer 
Zellpopulation mit Mikroprojektilen aus Wolfram, an deren 
Oberfiache die betreffende NukleinsSure gebunden wurde ("Gene 
gun"). Parallel zur physikalischen Transformation von Zellen 
haben sich biologische Inf ektionsmethoden bewahrt. Dazu zahlen 
insbesondere die virale Einbringung von Nukleinsauren in 
Zellen (Chatterjee et al.. Science 258, S. 1485-1486 (1992); 
Cossett and Rusell, Gene Therapy 3, S. 946-956 (1996); Bilbao 
et al., FASEB J. 11, S. 624-634 (1997)) sowie die Ober 
Liposomen vermittelte Lipofektion (Bennett et al.. J. Drug 
Targeting 5, S. 149-162 (1997)). Weiter sind Standardmethoden 
des liposomalen Transports (6ao and Huang, Gene Therapy 2, S. 
710-722 (1995); Akhtar et al., Nucl. Acid. Res. 19, S. 5551- 
5559 (1991)) und die Poly-L-Lysinierung (Leonetti et al., 
Bioconj. Chem. 1(2), S. 149 (1990) von Wirksubstanzen zu 
nennen, um diese in Zellen einschleusen zu konnen. 

Trotz der oben aufgezahlten Vielzahl von Methoden, die 
zellularen Membransysteme zu uberwinden, gibt es noch keine 
universelle Methode. um unterschiedliche Wirkstoffe in Zellen 
hineinzubringen. Alle aufgefuhrten physikalischen und 
biochemischen Methoden sind artifiziell und unphysiologisch, 
insofern als sie nicht zelliitananente Mechanismen nutzen. Viren 
als Transportmittel sind zum gegenwSrtigen Stand immer noch 
nicht sicher frei von Toxizitat und oft auch nicht effektiv. 
Sie werden auch vom Inimunsystem erkannt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, 
eine MSglichkeit zu entwickeln, die das gerichtete und 
spezifische Einschleusen von Wirkstoffen in Zellen und 
Kompartimente erlaubt. Es sind dabei folgende Anforderungen zu 
erftillen: 

universelle Anwendbarkeit 

zell-, kompartiraent- und membranspezif isches 
Einschleusungsverhalten 
hohe Effektivitat 
geringe Immunogenitat 
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Minimierung des Infektionsrisikos 
ausreichend lange Verweildauer 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
Patentanspriiche . 

Von den Erfindern wurde ein Konjugat entwickelt, das die 
folgenden Komponenten aufweist: 

einen Transportvermittler fxir die Zellmeinbran 

ein zell-, k o m p a r t i m e n t - oder 
meicibranspezifisches Adressprotein bzw. -peptid 
("AP") , und 

einen zu transportierenden Wirkstoff ("W"). 
Der Aufbau des erf indungsgemaSen Konjugats ist vorzugsweise: 
P - AP - W 

ganz bevorzugt mit einem Spacer {"SP"): < 
P - AP - SP - W 

Den Transportvermittler fiir die Zellmerabran (vorstehend mit 
"P" abgekurzt) stellt ein Peptid bzw. Protein dar, das die 
Plasmamembran tiberwinden kann. Die Lfinge dieses Peptids bzw. 
Proteins unterliegt keiner BeschrSnkung, solange es die obige 
Eigenschaft aufweist. Beispiele fur "P" stammen vorzugsweise 
aus der Penetratin-Familie (Derossi et al.. 1998. Trends Cell 
Biol. 8, 84-87) oder sind Transportan bzw. Telle davon 

(Pooga et al., The Faseb Journal (1998), Vol. 12, S. 68 ff.). 
wobei solche aus der Penetratin-Familie bevorzugt sind. Ein 
Beispiel fur "P" stellt ein Penetratin mit der folgenden 
Sequenz dar: 

NH2-RQIKIWFQNRRMKWKK- „ 4- T.re 

(NH2-Arg-Gln«Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys- 
Trp-Lys-Lys-) 
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Weitere Beispiele fttr das Transportprotein -P" sind: 



Virales Transportprotein 

(TAT/HIV-1) 

PTD Proteintransduktionsdomane r^r^r^u 

auohs,aben Code "5!;™™^.;^°^™ 
3-Buchstaben Code 



Bakterielles Transportmolekul 

TP(Eco) 

TP Proteintransportdomane ^^^^^^diu-u rnnw 
LBuchstaben Code Hj-JSI^S^SS^v^- 



3-Buchstaben Code 



Hergestellt v,ird die ausgewahlte -P"-Sequenz auf biologischem 
Weg (Reinigung nattirlicher Transportvermittlerproteine oder 
Klonierung und Expression der Sequenz in einem eukaryotxschen 
Oder prokaryotischen Expressionssystem) . bevorisugt aber auf 
synthetischem Weg, z.B. nach der etablierten Merrifxeld- 
Methode (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149, 1963). 

Die Auswahl des Adressproteins bzw. -peptids (vorstehend mit 
-AP- abgekiirzt) hSngt davon ab. welche Membran bzw. welches 
Menibransystem iiberwunden und welches Zielkompartiment der 
Zelle (Cytoplasma, Zellkern. Mitochondrien, Chloroplast, 
Endoplasmatisches Retikulum) oder der Zellorganelle errexcht 
werden soil. Die LSnge dieses Adresspeptids bzw. -protexns 
unterliegt keiner BeschrSnkung, solange es die Eigenschaft 
aufweist. einen zell-, kompartiment- oder nieita.ranspezif xschen 
Transport zu gew^hrleisten. Fur die Einbringung ^von 
Wirkstof fen, insbesondere Nukleinsauren. werden im allgemexnen 
■AP- ausgew^hlt, die ein zell- kompartiment- oder 
.enO^ranspezif isches Erkennungssignal enthalten und dadurch den 
angehangten Wirkstoff an seinen Wirkort dirigxeren. Zur 
Auswahl stehen -AP" , die Wirkstof fe in Gegenwart oder 
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Abwesenheit eines Meinbranpotentials transportieren konnen. 
Grundsatzlich ist ftlr den Transport in das Zellkompartiment 
die reine Adressequenz ausreichend. Es kSnnen aber auch "AP" 
ausgewahlt warden, die tiber eine zell- oder 
kompartimentspezifische Peptidasespaltstelle verfugen. Diese 
Spaltstelle liegt im gunstigsten Fall innerhalb der 
Signalsequenz, kann aber auch an diese durch zusatzliche 
Aminosauren angefvigt werden, nm nach Erreichen des 
Zielkompartiments das Abspalten der Adressequenz 
sicherzustellen. Hergestellt wird die ausgewShlte -AP«-Sequenz 
auf biologischem (Reinigung natarlicher 
Transportvermittlerproteine oder Klonierung und Expression der 
Seguenz in einem eukaryontischen oder prokaryontischen 
Expressionssystem) . bevorzugt aber auf synthetischem Weg, z.B. 
nach der etablierten Merrif ield-Methode (Merrifield. J. Am. 
Chem. Soc. 85: 2149, 1963). Beispiele fUr Adressproteine bzw. 
-peptide sind: 



Import in das ER 



HaN^-Met-Met-Ser-Phe-Val- 
Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- 
Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 
Glu-Ala-Glu-61n-Leu-Thr- 
Ly s -Cy s -Glu-Val -Phe -Gin- 



Reimport in das ER 



HjN-Lys-Asp-Glu-Leu-COO' 



Import in Mitochondrien 



HjN^-Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 
Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe- 
Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 
Leu-Cys-Ser-Ser~Arg-Tyr- 

Leu-Leu 



Import in den Zellkern 



-Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val 

H.N^-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val- (== Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T- Antigen? ) 



Import in Peroxi somen 



HaN-Ser-Lys-Leu-COO 
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Bindung an die Zellmeinbran HjN^-Gly-Ser-Ser-Lys-Ser- 

Lys-Pro-Lys- 

Weiter kann das Konjugat ggf. einen Spacer (vorstehend mit 
-SP- abgekiirzt) enthalten, der sich vorzugsweise zwischen dem 
AdressproteinZ-peptid und dem zu transport ierenden Wirkstoff 
befindet. Er kann aber zusatzlich oder alternativ auch 
zwischen dem Transportvermittler und dem Adressprotein 
vorliegen. Der Spacer dient dazu. ggf. vorhandene sterische 
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten aufzuheben bzw. 
giinstig zu beeinflussen. Der Spacer kann beispielsweise 
ausgewShlt sein aus: Polylysin. Polyethylenglykol (PEG), 
Derivate der Poly-Methacrylsaure oder Polyvinylpyrrolidon 

(PVP) . 

zwischen dem Transportvermittler und dem Adressprotein/ -peptid 
ist vorzugsweise eine Redoxspalts telle, z.B. -Cystein-S-S- 
Cystein-O-N-H-. Die zwischen Transportvermittler und 
Adressprotein entstehende Bindung ist eine Redoxkopplung 
(schonende zellimmanente VerknUpfung mittels DMSO; Rietsch und 
Beckwith, 1998. Annu. Rev. Gent 32, S. 163-84) : ^ 

Cystein-SH SH-Cystein > Cystin-S-S-Cystin 

Der Wirkstoff bzw. die Wirksubstanz (vorstehend mit -W" 
abgektirzt) unterliegt keinerlei BeschrSnkungen . Er ist frei 
wahlbar. je nach Wunsch, welche Wirkung in einer Zelle erzeugt 
werden soil. Der Wirkstoff kann ein Diagnostikum und/oder 
Therapeutikum sein. Es kann auch mehr als ein Wirkstoff m dem 
Konjugat vorhanden sein. Der Wirkstoff kann ggf. markiert 
sein. z.B. radioaktiv, mit einem Farbstoff, mit Biottn/Avidin 
usw Der Wirkstoff kann eine NukleinsSure, ein Protein bzw. 
Peptid, eine chemische Substanz usw. sein. Beispielsweise 
seien genannt: cDNA, genomische DNA, vollstandige Gene, 
regulatorische Elemente, Transkr ipt ionsf aktoren, 
Molekularsonden, Oligonukleotide, mRNA, mTRNA. Antisense-RNA, 
Antisense-Oligonukleotide, Plasmide. virale DNA. synthetische 
Nukleotide, PNA (Peptide Nucleic Acids) . einzelne Aminos&uren 
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und deren Derivate, Peptide, Proteine, monoklonale und/oder 
polyklonale Antikorper, pharmazeutische Wirkstoffe. 
Chemotherapeutika, Farbstoffe, Sensibilisatoren, Partikel. 

Die Synthese der Konjugatbestandteile "P" und "AP" erfolgt 
vorzugsweise synthetisch nach der Merrif ield-Methode 
(Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149. 1963) Die Ankopplung 
der anderen Bestandteile (z.B. Spacer und/oder Wirkstoff) 
daran erfolgt durch kovalente chemische Bindung. Die Einfiigung 
der Redoxspaltstelle zwischen "P" und "AP" erfolgt auf 
chemischen Wege durch die oben erwahnte Redoxkopplung . Auch 
zwischen einem ggf . vorhandenen Spacer und dem Wirkstoff bzw. 
dem Adressprotein und dem Wirkstoff liegt eine kovalente 
Bindung vor, bevorzugt eine SSureamid-Bindung . Mogliche 
Alternativen sind Ether- oder Ester-Bindungen, je nach den in 
der zu konjugierenden Substanz vorhandenen funktionellen 
Gruppe (n) . 

Das Konjugat wird bevorzugt in folgenden Schritteri aufgebaut: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P", "AP^ und ggf. des 
spacers (z.B. nach der Merrif ield-Methode) 

2) Kovalente Verkntipfung zwischen "AP" und Wirkstoff, 
ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit -P" 
mittels Redoxkopplung (z.B. in Wasser/DMSO) 

4) Reinigung (z.B. mittels HPLC) 

Die erfindungsgemaSen Konjugate haben den Vorteil, unabhSngig 
von Art und Gr56e eines Wirkstoff s. diesen in Zellen 
einbringen und in das gewiinschte Zellkompaxtiment 
transportieren zu konnen. Es ist somit eine Verbesserung xn 
Diagnostik und Therapie in Human- und Tiermedizin sowxe eine 
Anwendung in der wissenschaf tlichen Forschung zu erwarten. 
insbesondere die Gentherapie kann durch die erf indungsgem^Sen 
Konjugate einen Aufschwung erwarten, da vollstSndige Gene 
einschlieSlich ihrer regulatorischen Elemente transportierbar 
werden. Aber auch alle anderen Wirkstoffe lassen sich mit den 
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erfindiingsgemafien Konjugaten spezif ischer an den Wirkort 
bringen, was das Auftreten von unerwunschten Nebenwirkungen 
reduziert. Es wurde gefunden, da£ Konjugate bis 25 MDa in das 
Zellinnere einzubringen sind. Daruber hinaus kommt es oftmals 
zur Auslosung von Apoptose, was durchaus ein gewunschter 
Effekt sein kann. Die erf indungsgemaBen Konjugate zeichnen 
sich durch eine universelle Einsetzbarkeit aufgnmd ihres 
zell-r kompar timent- und membr anspez i f i s chen 
Einschleusungs verbal tens aus . 

Die Erfindung wird weiter anhand der beigefugten Figuren 
beschrieben: 

Fig- 1: erfindungsgemSfies Konjugat 



Fig- 2: Generelles Schema der Fmoc-Synthese 

Fig. 3: Ergebnisse der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie- 
Messung an ATl-Zellen 

A) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit: 5 Std- \ 

B) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 5 Std. 

C) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 

D) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 



Fig. 4: Konzentrations- und zeitabhSngiger Transport von 
Rhodaminiio -Penetrat in/RPMI-MediioiQ . 

DU145-Zellen: Inkubation rait 20 iM und" 100 pM 
Endkonzentration 



Fig. 5: Beispiele fur erf indungsgemSBe Konjugate 
Fig. 6: Herstellung von PNA-Konstrukten 



Fig. 7: Hemmung der Proliferation von AT-1 Zellen 
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Einbringen eines anti-sense Konstrukts 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachfolgenden Beispiele 
beschrieben. 

Beispiel 1: Konjugat aufweisend einen Penetratin- 

Bestandteil, eine NLS, einen Polylysin- 
Spacer und Rhodamin 

Zum Aufbau des Konjugats wird auf Fig. 1 verwiesen. 

penetratin : NHj-RQIKIWFQNRPMKWKK- 

NLS (Nuclear Localisation Sequence) : NHj-PKKKRKV 

spacer (= (Lys),) : nH-CH^- (CH3) 3-CHNH,-C0-NH-CH,- (CH,) 3- 

CHNH2-CO-NH 

Die Penetratinsequenz, die NLS und der Spacer wurden nach der 
Standard Fmoc-Methode (-Peptide", H.-D. Jakubke, Chemie und 
Biologie Spektrum, Akad. Verl. 1996, ISBN 3-8274-0000-7) 
getrennt synthetisiert . Das generelle Schema der Fmoc-Synthese 
ist in Fig. 2 gezeigt. Zur Synthese der verschiedenen 
Komponenten-Sequenzen wird zuerst die erste Fmoc AminosSure 
(kauflich erhaitlich von Fa. Calbiochem <^H, D-65796 Bad 
Soden) an ein unlSsliches Polystyrol-TrSgerharz iiber einen 
saurelabilen Linker (= para-Benzyl-oxybenzyl-alkohol-handle) 
angeftlgt. Die Abspaltung der Schutzgruppe wird durch 
Behandlung des Harzes itdt 20% Piperidin in Dimethyl formamid 
erreicht. Die zweite Fmoc-Aminosaure wird unter Verwendung 
einer prSaktivierten Spezies (z.B, in den AmrnosSure- 
Einzelbestandteilen vorhandenen Succinimid-, 
Pentafluorphenylester- oder p-Nitrophenylestergruppen) oder 
in-situ Aktivierung angekoppelt, jeweils nachdem von der 
vorhergehenden Aminosaure die Schutzgruppe durch basische 
Behandlung entfernt worden ist. Jede weitere AminosSure wird 
analog angekoppelt. Nachdem das gewiinschte Peptxd 
synthetisiert worden ist, wird dieses mittels Behandlung mit 
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95% TrifluoressigsSure (TFA) + 5% Scavenger (z.B. 
Triethylsilan) von dem TrSger entfernt und die Schutzgruppen 
abgespalten. Die entstandenen Roh-Peptide werden durch 
preparative HPLC auf einer YMC ODS-A 7A S-5^im 
Umkehrphasensaule (20 x 250 mm) unter Verwendung eines 
Elutionsmittels enthaltend 0,1 % Trif luoressigsSure in Wasser 
(A) bzw. 60% wassrigem Acetonitril (B) gereinigt. Die Peptide 
wurden mit einem sukzessiven linearen Gradienten von 25% B bis 
60% B in 40 Minuten bei einer FlieSgeschwindigkeit von 10 
ml/min. eluiert. Die den gereinigten Peptiden entsprechenden 
Fraktionen wurden lyophilisiert . 

Die aufgereinigten Peptid-Komponenten werden gemeinsam mit 
20%iger wSssriger DMS0-L6sung uber 5 Stunden bei 
Raumteinperatur behandelt, wodurch eine oxidative Kopplung der 
Komponenten resultiert. An den Spacer wird als zu 
transportierende Wirksubstanz , z.B. Rhodamin 110, gekoppelt. 
Dies erfolgt durch SSureamid-Kopplung an der freien a- 
Aininogruppe des Lysinspacers. Das komplette Konjugat wird 
anschlieSend mittels Umkehrphasen-HPLC gereinigl^. 

Analog wurden die weiteren erf indungsgemSfien Konjugate 
hergestellt: 

Atexa-^q_pjDCrAT/Hiv-i)_s,s-(L)-NLS-KK*™^"°'-PNA. 

Ale)ca-^q.jp(1A0P/rco).3.s.(q.NLS-KK<'»***^""'-^ 



PNA = NHj-TTA AGO AGG CTC-COOH (Beispiel ftir Wirkstoff ) 
Alexa 350 = Farbstoff (Fa. Molecular Probes, USA) 

BeiBpiel 2i Einbringen eines erf indungsgem&Ben Konjugats in 
Zellen 

AT-1 (Ratten-Prostata-Carcinoma) und DU-145 (menschliche 
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Prostata-Carcinoma, ATCC HTB-81) Zellen wurden in RPMI 1640 
kultiviert, erganzt mit 10% FCS. 2 itiM Glutamin. 100 U/min. 
penicillin, 100 /tg/ml Streptomycin. 

Zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) laSt man AT-1 
bzw DU-145 zellen auf ObjektrSgem 24 Std. anwachsen. Nach 
Mediumwechsel mit farbstof freiem RPMI 1640 (ohne Phenolrot) 
wird das Penetratin-enthaltende Konjugat von Beispiel 1 (100 
nM) mit RPMI auf die Zellen gegeben und 5, 24 bzw. 48 Std. bei 
370c und 5% CO3 inkubiert. Anschliefiend wird das Konjugat- 
enthaltende Medium entfernt und zweimal mit 200 111 
farbstoffreiem RPMI gewaschen und anschliefiend per FCS 
gemessen. Die Anregung mit dem Laser erfolgt bei 488 nm und 
die Emission bei 538 nm. 

Das Konjugat wird auf dem Weg in den Zellkem verf olgt . Dazu 
wird unter dem Lichtmikroskop eine Zelle ausgewShlt focusiert. 
Nach Focusierung und Justierung des Lasers wird in 100 /m 
Schritten durch die Zellen gefahren. und die Fluoreszenz wxrd 
in Form von Lichtblitzen viber Photomultiplier gemessen. Dabex 
wandem groSe Molekttle und kleine Molek^le uriterschxedlxch 
schnell. Erfafit wird die Anzahl der dif fundi erenden Molekxile 
in einem Bereich von jeweils 100 Rn. So laBt sich mit der 
Signaldauer die Gr6£e der dif fundierten Molekvile bestxrmen. 
Die dazugehSrige Grafik ist in Fig. 3 gezeigt. 

in einem weiteren Experiment wird die Kinetik, mit der das 
Konjugat ins Cytoplasma gelangt. mit dem gleichen Verfahren 
ermittelt. Die AT-1 Zellen wurden wieder 24 Std. ^^^^^^^ 
Das das Konjugat enthaltende Medium wurde wie vorl^ergehend 
beschrieben eingesetzt. Allerdings wurde jetzt sofort das 
Fluoreszenzsignal mit der FCS gemessen. 

Die FCS zeigte deutlich eine starke Anreicherung an der 
Zellmembran nach 5 Stunden Inkubationszeit . Eine ^if f-.on war 
nicht zu erkennen. Nach 24 Std. Inkubationszeit zexgten sxch 
nur noch geringfiigige Mengen an Konjugat in der Zellmembran^ 
Auffailig war jetzt eine Anreicherung im Kern, dxe sxch 
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Beobachtungszeitraum von 48 Std. noch verstarkte. 

Zur Kontrolle wurden Konjugate eingesetzt, bei denen Rhodamin 
110 entweder nur an Pentratin oder an NLS gebunden war. Diese 
zeigten nicht den vorstehend beschriebenen Effekt der 
Zellkernanreicherung. Die Konjugate wurden, falls sie 
ttberhaupt den Ubertritt in die Zelle schafften, an der 
Zellmernbran bzw. der Nuclearhulle angehalten und reicherten 
sich dort an. 

Analog wie vorstehend beschrieben vmrden alle in Beispiel 1 
hergestellten Konjugate hinsichtlich ihres zeitabhSngigen 
intrazelluiaren Transports in das Zytoplasma (Z) bzw. den 
Zellkem (N) untersucht. Die Inkubationszeiten waren jedoch 
abweichend von den vorstehend angegebenen Inkubationszeiten 1, 
3, 6, 10 und 24 Stunden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 
gezeigt . 



Beispiel 3 s Konzentrationsabhangiger Transport 

Es sollte untersucht werden, inwieweit die Konzentration des 
Transportpeptids ««o*"i-"'' (L) -Penetratin/RPMI -Medium den 
zelluiaren und kerngerichteten Transport auch zeitabhSngig 
beeinflussen. Verglichen wurde die Fluoreszenz von 20 fM und 
100 pM Endkonzentration ««>^-"»(L)-Penetratin/RPMI-Mediuin. 
Dazu wurden DU-145 Zellen 1, 6, 12. 24 und 48 Stunden mit den 
angebenen Konzentrationen inkubiert. Anschliefeend wird dreimal 
mit RPMI (ohne Penetratin) , einmal mit PBS und nochmals mit 
RPMI. Nach Versehen der Zellen mit ObjekttrSgerdeckeln wurde 
umgehend die Fluoreszenz mittels der CLSM (Konfokalen Laser 
Scanning Mikroskopie) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 4 
gezeigt. Daraus ist ersichtlich, daS mit einer hohen 
Konzentration von iiber 20 m ein unspezif ischer Transport 
stattfindet, was auf Zytotoxizitat hindeutet. In einer 
darunterliegenden Konzentration dagegen findet em 
spezif ischer Transport ins Zytoplasma statt. 
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Beieplel 4: Heaimuiig der Proliferation von AT-1 Zellen durch 
Einbringen eines Anti-sense Konstrukts 

Es wurden unter analoger Anwendung der in Beispiei 1 
beschriebenen Methode Peptid-Konjugat-Konstrukte gemSfi Fig . 6 
hergestellt. Dabei war der Wirkstoff einmal ein PNA mit der 
Sequenz NHj-TAC TGC GAC TCC GG-COOH (anti-sense zu Ratten P2- 
Promotor c-myc = PNAj^) und einmal eine Non-sense ("random") 
sequenz mit der Nukleotidabfolge NH^-TTA AGO AGG CTC-COOH 
(=PNA^) . 

AT-1 Zellen wurden in RPMI 1640 kultiviert, ergSnzt mit 10% 
FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/min. Penicillin, 100 ng/ml 
Streptomycin. 

Man lafit AT-1 Zellen auf Objektragem 24 Std. anwachsen. Nach 
Mediumwechsel mit farbstof freiem RPMI 1640 (ohne Phenolrot) 
werden die Konjugate (100 nM) jeweils mit RPMI auf die Zellen 
gegeben und 24, 48, 72 bzw. 96 Std. bei 3TC und 5% CO^ 
inkubiert. Anschliefiend wird das Konjugat-enthaltende Medium 
entfemt und zweimal mit 200 /tl farbstof freiem Rt>MI gewaschen. 
Es erfolgt mittels der Coulter-Counting-Methode die 
Bestiromung der Zellzahl von AT-1 Zellen. 

Als Kontrolle wurden unbehandelte AT-1 Zellen verwendet. Eine 
weitere Kontrolle stellt unligiertes PNA^s dar. Diese 
Kontrollen wurde analog wie vorstehend beschrieben mit den AT- 
1 Zellen inkubiert. 

Das Ergebnis dieses Experiments ist in Fig. 7 gezeigt. Eine 
Hemmung der Proliferation von AT-1 erfolgte nur nach 
verabreichung des Anti-sense Konstrukts, d.h. hiermit ist klar 
gezeigt, da£ nur mittels des erf indungsgemSSen Konstrukts ein 
Eintritt in den Zellkem erfolgt und die Anti-sense Sequenz 
die gewOnschte Wirkung dort entfalten kann. Unligierte Anti- 
sense Sequenz ist genauso wirkungslos wie die Kontrolle oder 
ein Konstrukt, das nicht mit einer der AT-1 Sequenzen 
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hybridisieren kann. 
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Patentansprllche 

L. Konjugat zur Verroittlung eines zell-, kompartiment- oder 
menibranspezifischen Transports, wobei das Konjugat die 
folgenden Koitiponenten aufweist: 

einen Transportvermittler ftlr die Zellmembran, 
ein zell-, kompartiment- oder 
membranspezif isches Adressprotein bzw. -peptid, 
und 

einen zu transportierenden Wirkstoff . 

2. Konjugat nach Anspruch 1. wobei der Transportvermittler 
ein Peptid oder Protein ist, das die Plasmamembran 
iiberwinden kann. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei der 
Transportvermittler aus der Penetratin-Familie stammt 
Oder Transportan oder Teile davon ist oder ein 
bakterielles oder virales Transportprotein ast. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, wobei eines der Penetratine 
folgende Sequenz hat: 

NH2-RQIKIWFQNRRMKWKK- 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche. wobei 
das zell-, kompartiment- oder membranspezif ische 
Adressprotein bzw. -peptid ausgewahlt ist aus: 

Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 
Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 
Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 



fiir Reimport in das ER 



HjN-Lys - Asp-Glu-Leu-COO 
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fur Import in Mitochondrien HjN^-Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 

Gln~Ser-Ile-Arg~Phe-Phe- 
Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 
Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr- 
Leu-Leu 



fiir Import in den Zellkem -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 

Lys-Val 



H3N*- Pr o - Ly s - Ly s ~ Ly s - Arg- 
Lys-Val- {= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T-Antigen) 



fur Import in Peroxisomen HjN-Ser-Lys-Leu-COO" 



ftir Bindung an die Zellmembran H3N*-Gly-Ser-Ser-Lys- 

Ser- Ly s - Pr o - Ly s - 



6. Konjugat nach Anspruch 5, wobei die Sequenz fiir den 
Import in den Zellkern folgende Sequenz hat: 

HalT-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val- 

7. Konjugat nach einem der vorhergehenden An^priiche, wobei 
der Wirkstoff ausgewahlt ist aus Nukleinsauren, 
Proteinen/Peptiden und/oder chemischen Substanzen. 

8. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
das Konjugat folgenden Aufbau hat: 

Transportvermittler - Adressprotein - Wirkstoff 

9. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
ggf . weiter ein Spacer vorhanden ist. 

10. Konjugat nach Anspruch 9, wobei sich der Spacer zwischen 
dem Adressprotein und dem Wirkstoff befindet. 



11. Konjugat nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Spacer 
Poly lys in , Polyethylenglykol Oder Polyvinylpyrrol idon 
ist. 
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12. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach einem der 
Anspriiche 1-11 aufweisend die folgenden Schritte: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P\ "AP" und ggf. des 

Spacers 

2) Kovalente Verknupfung zwischen "AP" und Wirkstoff, 
ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit "P" 
mittels Redoxkopplung 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Peptidsynthese 
gemaS der bekannten Merrif ied-Methode durchgefOhrt 
wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die 
Redoxkopplung in einer wSssrigen DMSO-Losung durchgefUhrt 
wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 12-14, wobei sich noch 
ein Reinigungsschritt anschliefit. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Reinigung mittels 
HPLC stattfindet. 

17. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspriiche 1-11 
zum zell-, kompartiment- oder membranspezif ischen 
Transport eines gewiinschten Wirkstoffs. 



18. Verwendung nach Anspruch 17 zum Einsatz in Diagnose 
und/oder Therapie. 
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Zusaxtnaenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate zur Verroittlung 
eines zell-, kompartiment- oder meitibranspezif ischen Transports 
von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die Erfindung Verfahren- 
zur Herstellung dieser Konjugate sowie deren Verwendung, Die 
Konjugate umfassen: 

einen Transportvermittler fiir die Zellmembran, 
ein zell-, kompartiment- oder 
meitibranspezif isches Adressprotein bzw. -peptid, 
und 

einen zu transportierenden Wirkstoff . 
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OH + HO— POLYMER 
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abspaltung und Kopplung 
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Ablosung und Schutzgruppen- 
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Peptid ujid Polymer 



Allgemeines Schema fur Fmoc Synthase 



Fig. 2 



3/7 



Zellulare Aufnahme des erfindungsgemaHen Konjugats 
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Cgnzentration 
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Fig. 4 
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„Bioshuttle" - Schema des modularen 

Aufbaus 

Transportmodul -S-S- Adressmodul Spacer Wirksubstanz 




Fig. 5 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Deutsches Krebsforschungszentrum 

<120> Konjugat zur Vermittlung eines zell-, kompartiment- 
meitibranspezif ischen Transports von Wirksubstanzen 

<130> K 2826 

<140> PCT/DEOO/02346 
<141> 2000-07-14 

<150> DE 199 33 492.7 
<151> 1999-07-16 

<160> 13 

<170> Patentin Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 



<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Transportvermittler 



<400> 1 



Arg Gin lie Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
1 5 10 ^ 



<210> 2 N 
<211> 29 

<212> PRT ^ \ 

<213> Kunstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: Addresspeptid 
<400> 2 

Met Met Ser Phe Val Ser Leu Leu Leu Val Gly He Leu Phe Trp Ala 
1 5 

Thr Glu Ala Glu Gin Leu Thr Lys Cys Glu Val Phe Gin 
20 25 



<210> 3 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> KOnstliche Sequenz 



<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Addresspeptid 
<400> 3 



Lys Asp Glu Leu 
1 



• 




<210> 4 
<211> 25 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Addresspeptid 



Met Leu Ser Leu Arg Gin Ser lie Arg Phe Phe Lys Pro Ala Thr Arg 
15 10 15 

Thr Leu Cys Ser Ser Arg oyr Leu Leu 



<210> 5 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Addresspeptid 



<400> 4 



20 



25 



<400> 5 



Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val 



1 5 



<210> 6 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Addresspeptid 



<400> 6 



Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val 
1 5 



<210> 7 
<211> 3 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: Addresspeptid 



<400> 7 



Ser Lys Leu 
1 



<210> 8 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<223> Beschreibung der kQnstlichen Sequenz: Addresspeptid 
<400> 8 

Gly Ser Ser Lys Ser Lys Pro Lys 
1 5 



<210> 9 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> KUnstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Addresspeptid 



<400> 9 



Lys Lys Lys Lys Arg Lys Arg Glu Lys 
1 5 



<210> 10 
<211> 14 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Teil einer PNA 

<400> 10 
tactgcgact ccgg 



14 



<21P> 11 

<211> 12 X I 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Teil einer PNA 

<400> 11 
ttaaggaggc tc 



12 



<210> 12 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Transportvermittler 
<400> 12 

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg 
1 5 



<210> 13 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<223> Beschreibung der kiinstlichen Seguenz: Transportvermittler 



<400> 13 



Met Thr Arg Gin Thr Phe Trp His Arg He Lys His 
15 10 
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Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 15/06/2001 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

K 2826 - sch/msl 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationaies Aktenzeichen 
PCT/DE 00/02346 


Intemationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 14/07/2000 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG DES ... 



1 . Ixl Anmelder wird mitgeteilt, daB der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 

Einreichung von Anderungen und einer ErktSrung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspriiche der internationalen Anmeldung Sndem (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betrSgt iiblicherweise zwei Monate ab der Ubermtttlung des 
internationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar belm Internationalen Biiro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. r~\ Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 kein intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und da3 ihm hiermit die Erkiarung nach 
— ArtikeM7(2)a) ubermittelt wird. 



□ 



Hinsichtlich des Widerspruchs gegen die Entrichtung einer zusStzlichen Gebuhr (zusStzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt. daB 

der Widerspruch und die Entscheidung hleriiber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationalen Buro ubemrtittelt worden 
sind. 



□ 
□ 



noch keine Entscheidung Qber den Wklerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt. sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



Weiteres Vorgehen : Der Anmelder wird auf folgendes auf merksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationalen BQro verdffen^ 
licht Will der Anmelder die VerOffentlichung verhindern Oder auf einen spSteren Zeitpunkt verschleben, so muB gemSB Regel 90 .T 
bzw. GCr'S vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fOr die Internationale VerOffentltohung eine ErklSrung uber die Zurucknah- 
me der Internationalen Anmeldung Oder des Prioritatsanspruchs beim Internationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem PrioritStsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlSufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den EIntritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch ISnger) 
verschieben mOchte. 

Innerhalb von 20 iWonaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung Oder einer nachtraglichen Auswahlerkiarung ausgewahit wurden Oder nicht ausgewahit werden konnten. da fiir sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehOrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV RljSwijk 
Tel. (+31-70) 340-2040 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Joannes Vergoosen 



Formblatt PCT/ISA/220 (Jull 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



ANMEI 



lift 



IGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 



Di0so Anmerkungen solten grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gemaS Artike* 1 9 fl«b«" °^,1??T^"^f ISIunaa 
Z^, iifiH dar Vowaltunasfichttinien 2U diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen deson Anmerttungen una 

K 'i^tX^T^^^ verwendeten Begriffe -Artikel-. "Reger und -A^chnrtf beziehen sich jeweils airf <f e Bwlimmunoen da3 
PCT-Vertrags, der PCT-AusfQhrungsofdnung bzw. der PCT-Veiwaltung»richtlini©n. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Erhatt des intemalionalen Recherchenberichts hat der Anmelder die M6glichkeit einmal die ^2«P[^^ 
Anmelduna ZU findem Ea tstjedoch zu betonen, daB, da alie Teile der intemationalen Anmeldung (AnsprOche, Be.8ctveibung und 
S^^e^^^ vorliifigen PrOfungsverf ahrens geftndert warden kflnnen. ^^L^^^ 

b^tehl Anderungen der AnsprOche nach Artikel 1 9 einzureichen. auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zw^^^ ems ^c^^figen 
l^resXISntiichunTdieser Anspruche wQnscht oder ein anderer Grund fQr eine Andening dor AwprOdw vor ihrer ^tematona- 
len Verdffenllichung vortiogt. Weiterhin ist zu beachten. daB ein voriSufiger Schutz nur in einigen Stamen erh«tlich bI. 



Welche Telle der Intemationalen Anmeldung kftnnen geftndert werden? 
Im Rahmen von Artikel 19 kdnnen nur die AnsprOche gedndert werden. 

In der intemationalen Phase k6nnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mit der intemationalen vorl&ufigen 
U^mM^M^^^ Die Beschreibung und cfie Zetehnungen kflnnen nur nach Artikel 34 

vor der mit der Intemationalen vortftufigen PrOfung beauftragten Beh6nie gefindert werden. 

Beim Einlritl in die n^onale Phase k6nnen afle Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geftndert weiden. 



Bis wenn sind Anderungen einzureichen? 

Innertialb von zwet Monalen ab der Obermiltlung des intemationalen Recherchenberichts oder innertialb von sechzehn Monalen ab 
^Tw^^TsSSm^^^^ welche Frist s%er ablfiufl. Die Anderungen geHen jecte^^ 

d^ IrLnatbnalen BOfo nach AWauf der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der techmsohen Vortjereitungen fOr cfie 
Internationale Verdffentlkshung (Regel 46.1) zugehen. 

Wo eind ^e Anderungen mdit einzureichen? 

Die Andeningen kdnnen nur beim Intemationalen BOit,. nk:ht aber beim AnmeWeamt oder der Intemationalen Recherchenbehdnie 
eingereicht werden (Reget 46.2). 

Fans ein Antrag auf intemattonale voriftufige PrOliing eingereicht wurde/Wiid. siehe unten. 

In welcher Form fc5nnen Anderungen erf oigen? 

Eine Andenmg kann eriolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprO^. <*^."'^^^p^^^ 
neuer AnsprcSie oder duwh Anderung des Wbrtlauts eines oder mehrerer AnsprOche in der eingereichten Fassung. 

For jedes AnspnichsWatt, das sfch auf grund einer oder mehrerer Andeaingen von dem ursprOnglich eingeieicftten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

Alle AnspcOche. die auf einem Ersatzblatt erscheinen. sind mit arabisohen Ziffem zu numeneren. ^^^^^^^^^^^ 
brali^nltfie anderen AnsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumenerung sind die AnsprOche fortlaufend zu 
nimierieren CVerwaltungsriahtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen aind In der Sf^raehe abzuf assen, In der dielntemationale Anmeldung verftffontlicht rnrW. 

Welche Untertagen sind den Anderungen beizufOgen? 
BegMUchreiben (Abschnitt 205 b)): 
Die Andeningen sind mft einem Begleitsehrsiben einzureichen. 

Das Beglerlschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen AnmeWung und den Qeancterten ii^sprOchen verCffentlicht, Es 
ist nicht zu vefwechsein mit der -Eridarung nach Artikel 19(1)- (siehe unten, "Erklfirung nach Artikel 1 9 (1)"). 

Das Begleitschrelben Ist nach Wahl des AnmeMers In angllscher oder Iranidelscher Sprache abz^ 

^geMil^ Anmeldungen ist das Begleltsehieiben aber ebenfalls In engllecher, bei franioslschsprachlgen Inter- 

ntfionalen Anmeldungen In franzdslscher Sprache abxuf assen. 



Anmertojngen zu Fonnblatt PCT/ISA/22D (Blatt 1) (Januar 1994) 



ANMERKUN JBrzU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Forts^Pg) 

Im Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den Ansprilchen in der eingereichlen Pj^J^^p "^^^ 

a^zu^ben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der intemalionalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 

verschiedenen AnsprOchen k6nnen zusammengofaBt werden), ob 

i) derAnspnichunverandertist; 

ii) derAnspruchgeslrichenwordeniat; 

iii) der Anspruch neu ist; 

N) der Anspruch etnen Oder mehrere Ansprflehe in der einger»ioWen Fassung ereetzt; 

V) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOol«ufOhr»n ist. 

Im folgenden sind BeUplele angegeben, wie Andeitingen im Bagleltachrelben zu eHSulefn sind: 

1 IWenn anstelte von ureprOnglich 48 AnsprOchen nach der Anderung einiger AnsprOdie 51 AnspriJche e't^^'^^f "1^ A«.nm«h« 
^Dir/i^he 1 bis 29!^ 34, 35. 37 bis 48 werden durch gednderte AnsprOche gleieher Numenening emelzt, AnsprOohe 
30, 33 und 36 unverfindert; neuo AnsprOche 49 bis 51 hinzugefOgt." 

2. fWenn ansteHe von ursprOngHch 15 AnsprOchen nach der Anderung alter AnsprOche 11 AnsprOche exiatierenl: 

•Geanderte AnspfOche 1 bis 11 treten an die Slelte der AnsprOche 1 bis 15. 
3 (Wenn ursprOnglich 14 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen. daB einige AnsprOche gestrichen werden und 

rs;cSre?t5s%^"^^^^^ Ansprochey bis 13 gestnchen; neue AnsprOche 15. 16 und 17 Nr^^W W An- 

s!5rt^ 7 bis 1^ gestrichen; neue AnsprOdie 15. 16 und 17 hinzugefOgt; alls Obngen AnsprOche unver&ndeit. 
4. [Wenn verschiedeneArten von Anderungen durchgetthrtwei^nl: 4^ 4k..„^ iAH.jf«hflftAniteiten An- 

-Ansproche MOunvertodert; AnsprOche 11 bis 13. 18 und 19 gestnchen; An5>rOche 14. ^^^nd 16 durch ge^ 
8pIuSi14 en»tzt; Anspruch 17 in ge&ndette AnsprOche 15. 16 und 17 unterteiK; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugelOgt. 

-Erkttrung nach Aitlkel 19(1)** (R«gel 46.4) 

Den Anderungen kann eine ErWfirung beigelQgt weiden, mit der cfie Anderungen ertfiutert und ihre Ai»wirkungen auf d» 
B^sdiS? die ZeichnungendE^gt werden (die nicht nach Aitikel 19 (1) geAndert werden kfinnen). 

Die ErWanjng wird zusammen mil der intemalionalen AnmeWung und den geSnderten AnsprOchen verOftentlicW. 

Sle tet In der Sprache abzufasson, in dor die intomaUonalan Anmaldung vwflffenUicht wIrd. 

Sie muB kurz gehaKen sein und darf . wenn in entflischer Sprache abgefaBt oder ins Englisohe Obersetzl, rwshl mehr als 500 

WOrter umf assen 

Die ErWarung ist nicht zu vwwechsein mil dem Begleitechreiben. das auf die Unterschiede zwischen den ^P"^^^^' „ „ 

2nJ;S und den geftnderten An^Schen hkiweist. und ersetrt ^^^^^^ ^^^^.e^^^^ 

einzureichen und in der Obersohrift als solche zu keonzefchnen, vorzugsweise mit den Worten ErWfirung nach MM 19 (1) . 

Die EtWarung darf keine herabsetzenden AuBerungen Qber den intemalionalen 

iLriSrt aSgSihrten Ver^ffe^^ Siedarf auf im intemalionalen P^*****"*^^ 

gen, die si^ auf einen beslimmlen Anspruch beztehen. nur im Zusammenhang mit einer Andenjng dieses Anspnichs Bezug 

nehmen. 

Auswirtcungen eines berelU gesteitten Antrags auf intematlonaievori5uflge Prtfung 

ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Andemngen nach ArtScel 1 9 k»r«fts «in ^rag auf ^f'^^'^;^^'^ Sl«,n alen 

gestent woSen. so soUte der Anmelder in setnem Interesse gleichzeitig niit der ^inreidumg derj^^^^ 

BOro auch eine Kopie der Andemngen bei der mil der intemattenalen voriflufigen PrOfung beauftragen Beh6rde einreiohen (siehe 

negel62.2a),ersterSatz). 

Auswirtcungen von Andemngen WnalchtUdi der Oberaelzung derinlemallonalen AnmaMung beim EIntrItt In die 
nationale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen. daB bei Eintritl in die nationale Phase mftglichenrveise anstatt oder zusazlich zu der Ober- 
iSJSS^^ der^refchten Fassung eine Obersetzung der nach Artikel 1 9 geftnderten AnsprOche an de 

bestimmten/auagewflhiten Amter zu Obermitteln ist. 

NAhere Einzelheiten Qber die Erfordemtsse jedes bestimmten/ausgewahHen Amis sind Band 11 des PCT-LeiHadens fOr Anmelder 
zu entnehmen. 
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(54) Title: CONJUGATE FOR MEDIATING CELL, COMPARTMENT OR MEMBRANE-SPECIFIC TRANSPORT OF ACTIVE 
SUBSTANCES 

^ (54) Bezeichnung: KONJ UG AT ZUR VERMITTLUNG FINES ZELL-.KOMPARTIMENT- ODER MEMBRANSPEZIRSCHEN 
^ TRANSPORTS VON WIRKSUBSTANZEN 

fS 

fT) (57) Abstract: The invemion relates to conjugates for mediating cell, compartment or membrane-specific transport ol active sub- 
Tf stances. The invention also relates to a method lor the production of said conjuaaies and to the utilization thereof. The conjugates 
comprise a transport mediator for the cell membrane: a cell, compartment or membrane-specific address protein or peptide and an 
^ active substance to be transported. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate zur Vermiltlung eines zel!-. kompartiment- oder membran- 
spezifischen Transports von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate sowie deren 
Verwendung. Die Konjugate umfassen: einen Transportvermitiler fiir die Zellmcmbran; ein zell-, kompartiment- oder membranspe- 
zifi.sches Adre.ssprotein bzw. -peptid: und einen zu transportierenden Wirkstoff. 
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Citation ot document, with tndication.where appropriate, ot \i\e relevant passages 


Relevant to claim No. 


P,x 


wo 00 01417 A (CYCLACEL LTD ;WANG SHUOONG 

(GB); FISCHER PETER MARTIN (GB)) 

13 January 2000 (2000-01-13) 

page 9 -page 10; claims 5,6,8,13,17,24 


1-18 


P.X 


PIETERSZ, GEOFFREY A. (1) ET AL: "A 
16-mer peptide ( RQIKIWFQNRRMKWKK ) from 
antennapedia preferentially targets the 
Class I pathway." 

VACCINE, (8 JANUARY, 2001) VOL. 19, NO. 
11-12, PP. 1397-1405. PRINT. , 

XP001002158 
abstract; table 1 


1-18 


P,X 


MI Z ET AL: "Characterization of a class 
of cationlc peptides able to facilitate 
efficient protein transduction in vitro 
and in vivo." 

MOLECULAR THERAPY, (2000 OCT) 2 (4) 
339-47. , 

XP001004549 
abstract; table 1 
page 345 


1-18 


X 


DEROSSI D (REPRINT) ET AL: Trojan 
peptides: the penetratin system for 
intracellular delivery" 
TRENDS IN CELL BIOLOGY, ELSEVIER SCIENCE 
LTD, XX, 

vol. 8, February 1998 (1998-02), pages 
84-87, XP002122131 
ISSN: 0962-8924 
abstract; figure 1 


1-18 


X.P 


ROUSELLE C. ET AL: "New advances in the 

transport of doxorubicin through the 

blood-brain barrier by a peptide 

vector-mediated strategy" 

MOLECULAR PHARMACOLOGY, 

vol. 57, April 2000 (2000-04), pages 

679-686, XP001004535 

abstract 


1-18 


X 


POOGA M. ET AL: "Cell penetrating PNA 
constructs regulate galanin receptor 
levels and modify pain transmission in 
vivo" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

vol. 16, September 1998 (1998-09), pages 

857-861, XP001002100 

see results and discussion 

abstract; figure 2; table 1 


1-18 
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P,x 
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P,X 



X.P 



FR 2 787 793 A (INST NAT SANTE RECH MED) 
30. Juni 2000 (2000-06-30) 
ZusammenfassLing; Anspruche 1,4; Bel spiel 7 

WO 00 01417 A (CYCLACEL LTD ;WANG SHUDONG 
(GB); FISCHER PETER MARTIN (GB)) 
13. Januar 2000 (2000-01-13) 
Selte 9 -Seite 10; Anspruche 
5,6,8,13,17,24 

^lETERSZ, GEOFFREY A. (1) ET AL: "A 
16-iner peptide ( RQIKIWFQNRRMKWKK ) from 
antennapedia preferentially targets the 
Class I pathway." 

VACCINE, (8 JANUARY, 2001) VOL. 19, NO. 
11-12, PP. 1397-1405. PRINT. , 

XP001002158 
Zusammenfassung; Tabelle 1 

MI Z ET AL: "Characterization of a class 
of cationic peptides able to facilitate 
efficient protein transduction in vitro 
and in vivo." 

MOLECULAR THERAPY, (2000 OCT) 2 (4) 
339-47. 

XPOoio64549 
Zusammenfassung; Tabelle 1 
Seite 345 

DEROSSI D (REPRINT) ET AL: "Trojan 
peptides: the penetratin system for 
Intracellular delivery" 
TRENDS IN CELL BIOLOGY, ELSEVIER SCIENCE 
LTD, XX, 

Bd. 8, Februar 1998 (1998-02), Seiten 
84-87, XP002122131 
ISSN: 0962-8924 
Zusammenfassung; Abbildung 1 

ROUSELLE C. ET AL: "New advances in the 

transport of doxorubicin through the 

blood-brain barrier by a peptide 

vector-medl ated strategy" 

MOLECULAR PHARMACOLOGY, 

Bd. 57, April 2000 (2000-04). Seiten 

679-686, XP001004535 

Zusammenfassung 

-/- 
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EP 0797589 A 


11-04^1997 
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US 6080724 A 27-06-2000 



WO 0058488 
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05-10-2000 


AU 


4055500 A 


16-10-2000 


FR 2786397 


A 


02-06-2000 


AU 


1391000 A 


19-06-2000 






WO 


0032236 A 


08-06-2000 


FR 2787793 


A 


30-06-2000 


WO 


0039153 A 


06-07-2000 


WO 0001417 


A 


13-01-2000 ' 


AU 


4519899 A 


24-01-2000 






EP 


1093383 A 


25-04-2001 








GB 


2340121 A,B 


16-02-2000 
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Int ^les Aktenzeichen 

PCT/OE 00/02346 


C.(Fortsel2ung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategone* 


Bezeichnung der Verottenllichung. sowert ertorderiich unier Angabe der in Beiracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


POOGA M. ET AL: "Cell penetrating PNA 
constructs regulate galanin receptor 
levels and modify pain transmission in 
vivo" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

Bd. 16, September 1998 (1998-09), Seiten 

857-861, XP001002100 

siehe results and discussion 

Zusammenfassung; Abbildung 2; Tabelle 1 
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PCT/DE 00/02346 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 A61K47/48 



Nach cier Interna! ionalen PatenSklassifikation flPKi odernach der nalionalen Klassifikation una der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBi£TE 



Recherchierier Mindesiprulsiofl (Klassitdcalionssystem una Klassilikationssymbote ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierie aber nicht zum MIndestprutsiott gehorende Verotfentiichungen. sowett dtese unter die recherchierten Gebiete (alien 



Wahrend der iniemalionaten Recherche konsultierte eleklronische Dalenbank {Name der Daienbank und evtl. verwenctele Suchbegritte) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, EMBASE, BIOSIS, CHEM ABS Data, MEDLINE 
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WO 00 58488 A (DALBY BRIAN ;INVITROGEN 
CORP (US); BENNETT ROBERT P (US)) 
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Zusairanenfassung; Anspruche 1,3,15; 
Beispiele 9,10 

FR 2 786 397 A (SYNT EM) 
2. Juni 2000 (2000-06-02) 
Seite 5; Abbildung 2; Tabe11e 1 

-/-- 
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Siehe Anhang Patenttamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen VerStfeniNchungen 
*A* Verotfenllichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber ntcht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E' alteres Dokumenl. das jedoch ers! am Oder nach dem inlernationalen 
AnmeWedatum verotfentlicht worden tst 

*L* Veroffentlichung, die geeignet tst, einen Prioritatsanspruch zweifelhafi er- 
scheinen zu lessen. Oder durch die das Verdffentlichungsdatum etner 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffenllk:hung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 
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Erfindung zugrundetiegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Effindung 
kann ailein aufgrund dieser Verotlentlehung nicht als neu oder aut 
ertinderischer Tatigkeil beruhend betrachtet werden 

'Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfindehscher Tatigkeil beruhend betrachtet 
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Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen FacJimann naheliegend ist 

*&* Veroffentlichung. die Mitglied derselben Patenttamilie isi 
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